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プロローグ 
―研究テーマとの巡り会わせ― 
 
2003年 2月、まだ春の訪れていない京都で「20年目の琵琶湖調査団」の結成集会という
催し物が行われた。当時京都の予備校に通っていた私は新聞で結成集会の記事を見かけて、
神戸大学の後期入試の前日にもかかわらず参加することにした。たまたまその集会では京
都大学と神戸大学の受験していた学部の教授の講演があった。当時の私はそれほど環境に
興味を持っていなかった。それでも目から鱗が落ちるような思いで講演を聞いていた。高
校や予備校での受験勉強用の授業に慣れていた頭には、実際の研究の話というのは非常に
鮮烈に映ったからだ。その講演の中には琵琶湖淀川水系の水質汚染の話が入っていた。 
20 年目の琵琶湖調査団の後身組織である琵琶湖市民大学の資料 [1]によると、1970 年代
には琵琶湖淀川水系で水質汚濁が進んでおり、近畿圏の大学の研究者と市民で琵琶湖調査
団を結成して 1985年と 1986年に琵琶湖全域と淀川水系の調査を行い、汚染機構を解明し、
水道水中に含まれる有機ハロゲン化合物トリハロメタンが浄水過程で生成されるメカニズ
ムを明らかにしたようだ。そして約 20年後、琵琶湖の水質がよくなったかどうかの追跡調
査をするため、若手の研究者や学生を加えて 20年目の琵琶湖調査団を結成し、2003年に是
琵琶湖全域の水質と底質の調査を行い、1980 年代と比較して水質も底質も大幅には変化し
ていないことがわかったそうだ。 
結成集会に参加した 2 ヶ月後の 4 月、縁あって神戸大学の発達科学部に入学することと
なった。しかし様々なことに興味を示す性格の私には知的好奇心を刺激する大学での生活
はまるで天国のようで、次第に琵琶湖調査団のことは記憶の片隅に追いやられてしまった。
転機が訪れたのは 2006年 3月のことだった。研究室配属。配属先の田中研究室は生体分子
のコンピューターシミュレーションを専門としていたが、私は実験にも強い興味を持って
いた。そこで共同研究ができるテーマを選ぶことにした。それがこのハロ酸脱ハロゲン化
酵素 L-DEX YL の研究である。この時は全く考えていなかったが、奇しくも琵琶湖調査団
での話とリンクする可能性を持った研究テーマとなった。後年、そのことに気がついた私
は運命を感じずにはいられなかった。 
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第１章 序論 
 
物質は原子によってできており、原子は陽子と中性子からなる原子核と電子から構成さ
れる。原子核は陽子の個数に応じた正電荷を持っている。その原子核の電荷と電子の個数
によって、様々な性質を持った原子が存在する。科学の発展と共に数多くの元素が発見さ
れ、今日では 118種の元素が見つかっている。その元素を原子核の電荷の順番に横に並べ、
性質に合わせて縦に揃えたものは周期表と呼ばれている。周期表の右から 2 番目の列、17
族に属する元素をハロゲンと呼ぶ。ハロゲンはフッ素（F）、塩素（Cl）、臭素（Br）、ヨウ
素（I）などから構成される。また、非金属元素は、18族の希ガスを除き電子を共有するこ
とで結合をつくり（以下、共有結合と記す）、分子を形成する。そして原子や分子は、別種
の原子や分子と共有結合することで化合物を形成し、その種類を飛躍的に増やし千差万別
の性質を示す。本研究では、炭素と水素から構成される炭化水素において、水素とハロゲ
ンが入れ替わった（以下、置換すると記す）化合物、すなわち有機ハロゲン化合物に焦点
を当てた。例として図 1 に最も簡単な有機ハロゲン化合物であるハロゲン化メチルの構造
式を示す。ハロゲン化メチルは 1つの炭素原子、2つの水素原子、そして 1つのハロゲン原
子から構成され、炭素原子を中心とした四面体型の分子構造をとる。ここで、X は F、Cl、
Br、Iなどのハロゲン原子を表している。塗りつぶしたくさび形は紙面手前に結合が伸びて
おり、破線のくさび形は紙面奥に結合が伸びていることを表している。 
 
 
図 1 ハロゲン化メチルの構造式 
 
この化合物は最も簡単な有機ハロゲン化合物だが、分子量の大きな有機ハロゲン化合物
は、図中の水素原子の位置に鎖状炭化水素や環状炭化水素等が結合している場合がある。
例えば、炭素骨格（炭素同士が共有結合した部分を表す）にベンゼン環を持つ化合物とし
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てダイオキシンやコープラナーポリ塩化ビフェニル（PCB）と呼ばれる化合物がある。ま
た、炭素骨格はメタン分子のままだが結合するハロゲン原子が増えた化合物もある。例え
ばハロゲンが２つ結合したジハロメタンや、ハロゲンが３つ結合したトリハロメタンであ
る。約 3800種を超える種々の有機ハロゲン化合物が自然発生的に生成されることが知られ
ているが[2]、一方で、人為的にも溶媒や薬剤、農薬あるいはその原料として工業的に大量
に生成されている。有機ハロゲン化合物はその利便性から我々の社会の様々な場面で使わ
れてきたが、有害な化合物も存在しており、環境問題や健康問題につながる場合がある。
化学的に安定で温度変化に強いために冷媒として使われオゾン層の破壊や温暖化で問題に
なったフロン類、塩素を含む化合物を燃焼させた時に発生する毒性を持ったダイオキシン
類、脂肪に溶けやすいことから生体内濃縮や生物種内濃縮により高濃度で環境中に残留す
る場合がある PCB類などが有害な有機ハロゲン化合物の例として挙げられる。[3]。レイチ
ェル・カーソンは 1962年に著書『沈黙の春』[4]で残留農薬の問題やその生態系への影響に
警鐘を鳴らしたことで有名である。我々の身近なところでは、信川貴子や讃岐田訓らによ
って一部に発がん性が疑われるトリハロメタン類が琵琶湖淀川水系の河川水や水道水に含
まれるケースが報告されている[5-7]。 
このような問題に対して、環境中の有害な有機ハロゲン化合物を分解することは大きな
意義がある。そのための手段として我々が重要だと考えるのが有機ハロゲン化合物の分解
を触媒する脱ハロゲン化酵素である。酵素とはアミノ酸残基から構成されるタンパク質で、
生体内で化学反応を触媒する機能を有する。生体内で働くため、温和な条件下（温度・圧
力・pH）で反応する。さらに酵素には酸触媒、塩基触媒が多いが、同じ触媒形式の有機化
学反応に対して 1010～1011 程度反応速度が早い。このため、酵素反応を用いることで有機
ハロゲン化合物の効率的な分解が期待できる。 
しかしながら、一部の例外[8]を除いて酵素は１つの酵素に対して１つの形式の反応のみ
を触媒する。さらに、特定の種類の基質に対してのみ反応する基質特異性を有するので、
同じ形式の反応であっても本来の基質と異なる化合物とは反応しないか、あるいは反応す
るとしても活性が大きく低下する。 
そこで、既存の酵素の改変により、本来の基質以外の化合物に対しても脱ハロゲン化反
応を触媒することが可能な変異体酵素を作成し、環境中に残留している毒性のある有機ハ
ロゲン化合物を分解することができれば環境の浄化に役に立つと考えた。特にダイオキシ
ン類を始めとした難分解性の有機ハロゲン化合物を分解できる酵素が今後必要になる可能
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性がある。 
既存の酵素に対して機能を改変する方法には様々な方法がある。生物学的方法では、放
射線を用いた突然変異により変異体酵素を作るランダムミューテーションや、特定のアミ
ノ酸残基を変異させる部位特異的変異導入[9]などがある。化学的方法では、反応に用いる
溶媒の種類や pHなどを変える方法や、酵素に対して化合物を化学修飾することで機能を変
える方法[10]などがある。炭素鎖の短い基質に対してデコイ分子（反応はしないが活性部位
のスペースを埋める役割を担うことで酵素に基質を誤認させる分子）を利用して本来の基
質と異なる化合物に対して反応させる方法[11]もある。そして近年注目されているのは、コ
ンピューターシミュレーションによって反応機構を解明し、機能改変した酵素を合理的に
デザインする方法である。一昔前まではコンピューターシミュレーションは非常に小さな
分子にしか適応することはできなかったが、コンピューターの目覚ましい発展と多くの物
理化学的理論、計算理論の構築により近年では分子量の大きな高分子である酵素の反応に
対しても適用できるようになっている。この方法はコンピューター上で計算機実験を行う
方法なので、実際に実験的に酵素を生成することなく新規の酵素を提案することができる。 
そこで、本論文は種々の有機ハロゲン化合物を分解する機能を有する脱ハロゲン化酵素
を提案することを課題とした。脱ハロゲン化反応には前半部分のハロゲン脱離過程と後半
部分のエステル加水分解過程があり、酵素の機能改変のモデル反応として簡単過ぎず複雑
過ぎず、適切な複雑さを持つ。そして様々な実験的事実がわかっており比較的シミュレー
ション結果の検証がしやすいことから脱ハロゲン化酵素 L-DEX YL を本研究で扱うモデル
酵素とした。物理化学的な観点からこの酵素反応に焦点を当て、コンピューターを用いて
分子レベルでその加水分解的脱ハロゲン化反応の反応機構を詳細に解析した。そして得ら
れた知見を元に、各有機ハロゲン化合物に対する機能改変の戦略を立て、コンピューター
上で機能改変酵素をデザインした。デザインした一部の酵素は期待した機能を有すること
が実験的に証明された。 
 
 
本論文は５章から構成される。以下にその概要を示す。 
第１章は序論であり、本研究の背景と目的を述べる。 
第２章では本研究で対象とした脱ハロゲン化酵素 L-DEX YL についてこれまでの知見を
紹介し、本研究の位置づけを明確にする。そして本研究の理解を深めるために理論的背景
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について述べる。 
第３章では脱ハロゲン化酵素 L-DEX YLと代表的な基質 L-2-CPAに対する反応機構を明
らかにすることを目的とし、詳細に解析した結果について述べる。本章は３節から構成さ
れる。第１節では反応機構を解析する準備として、解析に使用する構造を得ることを目指
し、MD シミュレーションを用いて酵素-基質複合体の構造を水環境中で緩和した。第２節
では反応前半のハロゲン脱離過程の反応機構の解明を目指し、遷移状態構造とエネルギー
プロフィール、そして反応中における活性部位のアミノ酸残基の役割を調べた。第３節で
は反応後半のエステル加水分解過程の反応機構の解明を目指し、遷移状態構造とエネルギ
ープロフィール、反応中における活性部位のアミノ酸残基の役割を調べることを試みた。 
第４章では前章で得られた反応機構に関する知見を元に、機能改変酵素をデザインする
ことを目的とし、基質の種類ごとに改変戦略を検討した結果について述べる。本章は３節
から構成される。第１節では基礎的な研究として、L-DEX YLと L-2-CPAの反応のハロゲ
ン脱離過程の活性化エネルギーを低下させる変異について検討した。第２節ではその応用
として、L-2-CPA 以外の基質とした場合について、基質の種類ごとに戦略を検討した。第
３節では野生型 L-DEX YL が反応しないエナンチオマーD-2-CPAを基質とした反応につい
て調べ、エナンチオ選択性について議論した。そして D-2-CPA に対しても反応する変異体
酵素をデザインした結果について述べる。 
第５章では本論文で得られた結論を総括して述べる。 
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第２章 研究背景 
 
脱ハロゲン化酵素の反応機構の解析と機能改変酵素のデザインについての詳細な報告に
先立って、本章では、第１節でモデル酵素として取り上げた L-DEX YL についての先行研
究を紹介することで本研究の位置づけを明確にし、第２節で本研究に用いている理論的背
景や計算手法についての解説を行ことで本研究に対する理解を深める。 
 
 有機ハロゲン化合物と脱ハロゲン化酵素 第１節
 
有機ハロゲン化合物を分解するものとして、炭素とハロゲンの結合を加水分解的に開裂
させる脱ハロゲン化酵素が知られている。例えばハロアルカンを基質とするハロアルカン
脱ハロゲン化酵素やハロ酸を基質とするハロ酸脱ハロゲン化酵素、フルオロ酢酸を基質と
するフルオロ酢酸脱ハロゲン化酵素などがあるが、酵素の種類によって分解できる有機ハ
ロゲン化合物が異なる。さらにハロ酸脱ハロゲン化酵素の中でも L 体のハロ酸に反応しＤ
体のヒドロキシ酸を生成する L-DEX、Ｄ体のハロ酸に反応し L体のヒドロキシ酸を生成す
る D-DEX、L体・D体両方のハロ酸に反応し対応する DL-DEXなどがある。本論文で研究
対象とした L-DEX YLはその L-DEXの一つである。 
ここで、L-DEX YL による L-2-CPAの脱ハロゲン化の反応に関しての先行研究を紹介す
る。ハロ酸脱ハロゲン化酵素 L-DEX YL はこれまでに種々の実験がなされており、レビュ
ーもされている[12,13]。L-DEX YLは土壌中に存在する Pseudomonas sp. YL が持つ酵素
で、L 体のハロ酸を基質として D 体のヒドロキシ酸を生成するタイプのハロ酸脱ハロゲン
化酵素に分類される。1982年に本杉健三らにより Pseudomonas sp.から 2位にハロゲン化
されたアルカン酸を分解する２種類の新規の脱ハロゲン化酵素が発見され [14]、乳酸を効
率的に生成することが報告された[15]。そして 1994 年に A.K.K.Q. Hassan らにより
2-chloropropionateを単資源とした Pseudomonas sp. YLから L-DEX YLが単離され[16]、
J.Q. Liuらによって L-DEXが精製・特性解析された[17]。最適 pH は 9.5 とやや塩基性寄
りであり、65℃で最大の活性を示す。温度については同じく調べられた DL-DEXが 60℃で
30分間加熱したところ、活性が 20%以下に落ちたのに対して、L-DEX YLは 100%活性を
保つなど、熱に強いことがわかっている。 
L-DEX YLが最もよく反応する基質は L-2-chloropropionic acid (L-2-CPA)という塩素原
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子をもった有機ハロゲン化合物である。プロピオン酸の 2 位の炭素に塩素が付加した
2-chloropropionic acid（2-CPA）の L体のエナンチオマーで、不斉炭素に水素、メチル基、
カルボキシル基、塩素が結合した構造をしている（図 2）。この化合物は農薬前駆体にもな
っているが、L体のみが原料となる。工業的にはラセミ体の光学分割により生成されるため、
酵素を用いた効率的な合成法が期待された。また、L-2-CPA は急性毒性を持ち、経口投与
での LD501の値はマウスで 980 mg/kg、ラットで 500mg/kgとなっている。また、L-2-CPA
は脱ハロゲン化反応を受けてＤ体の乳酸を形成することが明らかにされているが[15]、乳酸
は生分解性プラスチックの原料や、水素源として将来的に活用が期待できる素材である。 
 
 
図 2  L-2-CPAの構造 
 
酵素の構造に関する研究については、1998年に久野玉雄らにより野生型酵素の X 線結晶
構造がとられ[18]、Y.F. Liらにより反応中間体アナログのX 線結晶構造がとられた[19,20]。
その結果、L-DEX YL の構造は明らかにされた。6 本のβストランドと 5 本のαヘリック
スからなるコアドメインと 4 本のヘリックスからなるサブドメインから構成され（図 3）、
232のアミノ酸残基を持つことがわかった。図の中央部分に基質と反応する活性部位を持っ
ている。 
                                                   
1 半致死量。投与した動物の半数が死亡する容量で、急性毒性の指標である。 
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図 3 L-DEX YLの構造 
 
反応機構やアミノ酸残基の役割についても推定がされている。酵素の X 線結晶構造が取
られる以前、1994 年に栗原らによってアミノ酸の部位特異的変異導入の実験により反応機
構の推定がなされた [21]。この実験では脱ハロゲン化酵素で保存されているアミノ酸残基
を置換して活性の変化を調べることで、反応に重要なアミノ酸残基を特定した。その結果、
酵素のAsp10（アスパラギン酸）が基質である L 体のハロ酸に攻撃することによってAsp10
とハロ酸が結合したエステル中間体が生成され、触媒水による加水分解で酵素の D 体のヒ
ドロキシ酸が生成されるという反応式が提案された（図 4）。その後、解析された結晶構造
からもこの反応式は支持されることとなった。さらに、構造の分析からは脱離するハロゲ
ンを水素結合でひきつける（以下、受けると記す）アミノ酸残基が Arg41（アルギニン）
ではないかと推測された。 
 
 
図 4 推定された L-DEX YL と L-2-CPAの反応式 
 
脱ハロゲン化反応の後半部分であるエステル加水分解過程の反応に関しては、触媒水が
直接エステル中間体を攻撃する可能性と、周囲の塩基性アミノ酸残基が触媒水の水素を引
き抜き水酸化物イオンがエステル中間体を攻撃する可能性が想定されていたが、酸素の同
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位体を用いた実験[22]とエレクトロスプレーイオン化質量分析法による解析[23]から、エス
テル加水分解過程は、周囲の塩基性アミノ酸残基が触媒水の水素を引き抜き水酸化物イオ
ンがエステル中間体を攻撃する反応だと推定された。さらに質量分光測定分析の実験
[23-25]では Asp10に化学修飾を加えた場合の反応機構の検討や、変異体酵素の反応中の質
量の変化から Arg41と Asp180のエステル中間体形成への関与を示した[25]。 
また、L-DEX YLには脱ハロゲン化酵素に共通して反応に重要な３つの残基のうちの一つ
であるHis（ヒスチジン）が対応する位置にないことも明らかにされた[26]。このヒスチジ
ンの代わりの役割を果たす残基はまだ明らかになっておらず、どのアミノ酸残基が代わり
に役割を果たすのかを知ることは他の脱ハロゲン化酵素の研究にも重要になる。 
 
計算機シミュレーションは遷移状態の決定やアミノ酸残基の役割を詳細に調べるなど反
応機構の解明を解明する上で強力な武器になるが、ハロ酸脱ハロゲン化酵素においては結
晶構造を元にした L-DEX に対するシミュレーション[27]の一例しか行われていなかった。
特に L-DEX YL に対しては、未だシミュレーションによる研究がなされていなかった。一
方で、L-DEX YL 以外の類似した反応機構を持つ脱ハロゲン化酵素では、1997 年と 1998
年には J. DamborskýやM. Kutýらによるハロアルカン脱ハロゲン化酵素の脱ハロゲン化
反応の反応機構の提案[28,29]、また 2009年と 2012年には蒲池高志や中山智則らによるフ
ルオロ酢酸脱ハロゲン化酵素の脱ハロゲン化の反応機構が提案[30,31]など、既に計算機シ
ミュレーションによる研究が成果をあげていた。 
さらに、基質特異性を改変する研究は、ハロアルカン脱ハロゲン化酵素においては行わ
れていた[32-34]が、ハロ酸脱ハロゲン化酵素においては例も少なく[27]、まだ始まったば
かりである。 
そこで、本研究は、L-DEX YLに対する計算機シミュレーションを行うことで、推定され
た反応機構やアミノ酸残基の役割の確認、遷移状態構造の決定、明らかになっていないア
ミノ酸残基の役割の特定することで、ハロ酸脱ハロゲン化酵素の研究を補完する。さらに
L-DEX YLをモデル酵素とし、種々の有機ハロゲン化合物に対する反応性を有する機能改変
酵素をデザインすることにより、酵素の機能改変についての知見を得ることを目的とする。 
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 理論的背景と計算手法 第２節
 
計算化学の歴史 
計算化学の歴史は 1920 年代、30 年代頃の量子力学の夜明けと共に始まったと言っても
よいだろう。1924年の L. de Broglieによるドブロイ波の提案、1926年の E. Schrödinger
による Schrödinger 方程式の提案などにより電子の波動性という新しい概念が取り入れら
れた。そして、1927年の F. Londonの報告[35]から J.C. Slaterと L.C. Paulingによって
拡張された原子価結合理論と、1929年の J.E. Lennard-Jonesの報告[36]から始まった分子
軌道理論という化学における２つの大きな理論が登場した。1930 年頃にはそれ以外にも、
Schrödinger 方程式が提案されたすぐ後の 1927 年の D.R. Hartree の研究[37]を発展させ
V. Fock が 1930年に開発した Hartree-Fock(HF)法[38]、同 30年の D.H. Andrewらによ
る分子力場計算[39]、31年の E. Hückelによる Hückel 分子軌道法[40-43]など重要な理論
的研究がなされている。しかし当時はまだ計算を実行できる環境が充分に整っていなかっ
たので、実際に分子に対するシミュレーションが行われるのはコンピューターの登場を待
つことになる2。 
 
1960年代頃から 1980年代頃は計算化学を取り巻く理論がさらに発展を見せた。そして、
重要なソフトウェアの開発もこの頃に始まっている。1952 年、福井謙一が全ての電子が反
応に関与するのではなく最高被占軌道と最低空軌道（合わせてフロンティア軌道）によっ
て反応が起きているというフロンティア分子軌道理論[44]を提案した。 
この頃はまだコンピューターの性能も限られており、非経験的分子軌道法の計算は小さ
な分子に限られていたので、より大きな分子系の計算を行えるように半経験的分子軌道法
の開発も活発に行われた。1953年には J.Popleらによってπ電子のみ扱う PPP近似が提案
され[45-47]、同じく Pople らの Complete Neglect of Differential Overlap（CNDO）法[48]
や Intermediate Neglect of Differential Overlap （INDO）法[49]、そしてM.J.S.Dewar
や J. J. P. StewarらのModefied Neglect of Diatomic Overlap （MNDO）法[50,51]、Austin 
Model 1（AM1）法[52,53]や Parametric Method 3（PM3）法[54-56]が開発された。 
                                                   
2 1946年に世界最初の汎用電子式コンピューターとも呼ばれる ENIACが登場し、分子に
対するものではないが、世界初のコンピューターシミュレーションが行われる（ENIACは
以前は世界最初の電子式コンピューターとして有名だったが、ENIAC以前に Z3、Colossus、
ABCなどがあることが後にわかった）。 
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分子力学の分野でも、1961年には J.B.Herdriccksonが初めて電子計算機を導入して分子
構造を研究し[57]、1965 年には K.B.Wiberg が最急降下法で分子構造の最適化を行い[58]、
分子力学法の基礎ができた。 
計算化学の対象となる分子も次第に大きくなってゆく。1972 年には M.Karplus と
A.Warshel によって系の重要な部分には量子化学計算を用いそれ以外の部分には分子力学
を用いる Quantum Mechanics/ Molecular Mechanics（QM/MM）計算の原型とも言える
報告がなされ[59]、1976年にM.LevvitとWarshelによって確立され[60]、マルチスケール
シミュレーションへの道が開かれた。また、1977年には Karplusらによってタンパク質に
対する分子動力学法のシミュレーションが世界で初めて行われた[61]。 
一方、ソフトウェアに目を向けると、1970年には Popleらによって量子化学計算ソフト
ウェア Gaussian70[62]が開発され、1983年には Dewarや Stewartらによって半経験的量
子力学計算ソフトウェアMOPAC[63]が開発された。分子動力学法の分野でも1981年にP.A. 
Kollmanらによって分子動力学計算ソフトウェア AMBER[64]が、1983年には Karplus ら
によって分子動力学計算ソフトウェア CHARMM[65]が開発された。今日でもバージョンア
ップが続けられ世界中で広く使われている有名なソフトウェアがこの頃登場している。 
 
1990 年代以降は特に高精度化、大規模化、長時間化が進められた。平均場近似を用いて
いるHartree-Fock（HF）法では電子相関を考慮することができなかったが、それを補って
より高精度な第一原理計算を行うポスト HF 法と言われる手法が登場した。主要な方法と
して摂動法[66-74]、配置間相互作用(Configuration interaction:CI)法[75-78]、結合クラス
ター(Coupled Cluster:CC)法[79-83]の 3 つの手法が挙げられる。さらに、従来は波動関数
を一電子基底関数で展開していたが、それに加えて二電子基底関数を併用する方法が考え
られた。2004年に天能精一郎によりスレーター型の二電子基底関数を用いた F12理論が提
案され[84]、摂動法、CI法、CC法へと応用された。これにより電子相関エネルギーをよく
再現することができ、非常に高精度な計算ができるようになった。精度だけでなく規模に
も進展があった。従来の高精度な計算機シミュレーションは小さな分子にしか適用するこ
とができなかったが、計算機能力の向上や新しい手法の開発により、大規模なタンパク質
へも応用できるようになった。1999 年には諸熊奎治らによって Our own N-layered 
Integrated molecular Orbital and molecular Mechanics（ONIOM）法[85,86]が提案され、
後に量子化学計算ソフトウェア Gaussianに実装された。同年、北浦和夫らによってフラグ
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メント分子軌道（Fragment Molecular Orbital：FMO）法[87,88]が提案され、それを実装
した量子化学計算ソフトウェア ABINIT-MP[89]が開発された。長時間化に関しては、少し
特殊なケースではあるが、ヘッジファンドを立ち上げた D.E.Shawらにより 2008年に分子
動力学計算に特化したスーパーコンピューターAnton が開発された[90]。この Anton では
通常のスーパーコンピューターで計算できる数十倍ものタイムスケール、ミリ秒スケール
の分子の運動を観測したとの報告がなされており[91]、従来では見ることのできなかった領
域に足を踏み入れている。 
 
 
理論的背景 
本論文では量子力学法（Quantum Mechanics：QM）、分子力学法（Molecular 
Mechanics：MM）、分子動力学法（Molecular Dynamics：MD）を扱う。そこで、量子力
学法におけるHartree-Fock法、PM3法、MP2法、B3LYP法[92]と、分子力学法、分子動
力学法、また、これらを活用した ONIOM法、FMO法の各方法の位置づけを簡単に説明す
る。計算の手続きなどは Appendixに記す。 
 
水素原子は 1つの陽子と 1つの電子を持ち、Schrödinger方程式を解くことで、電子の波
動関数を厳密に求めることが可能である。しかし、水素以外の系では相互作用する 3 体以
上から構成されているので、多電子系では波動関数を厳密に求めることは不可能である（多
体問題という）。そこで我々は種々の近似を用いて解を求めようとする。その近似の種類に
より計算方法は分類される。 
 
Hartree-Fock法 
まず電子の運動を考える時、原子核は電子と比べて非常に質量が大きいので、分子中の
電子は固定された核の場の中を運動していると近似する（Born-Oppenheimer近似）。これ
だけではまだ解を求めることは出来ないので、分子軌道法では分子中の電子が原子核や他
の電子の影響を受けて分子全体を運動すると考える。その際、通常は分子の軌道を原子軌
道の線形結合によって近似する（Linear Combination of Atomic Orbitals：LCAO近似）。
さらに、Hartree-Fock 法ではある電子が周囲の電子から受ける影響を平均場として取り扱
う（平均場近似）ことで多体問題を一体問題に還元するが、ある一体の波動関数の解を求
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めるためには他の波動関数が必要になる。そこで、最初に仮の波動関数を設定してから繰
り返し解を求めることで相互に矛盾のない一体の波動関数の組を得る。解を求める際に行
列要素を計算する積分計算に最も時間がかかるが、Hartree-Fock 法ではパラメータなどに
よる近似を行わずに数値計算を行う。このように、インプットとして自然定数のみを用い
て分子軌道を求める計算方法を非経験的分子軌道法と呼ぶ。 
 
PM3法 
半経験的分子軌道法の PM3法はこの Hartree-Fock法がベースになる。Hartree-Fock法
で解を求める際には積分計算に最も時間がかかるが、半経験的分子軌道法では積分計算を
簡略化する。近似により積分計算の数を減らし、積分値の代わりに実験値（生成熱、構造、
双極子モーメント、イオン化ポテンシャルのデータ）を再現するようなパラメータを代用
する。PM3 法の場合、重なり積分を単位行列とし、さらに二電子積分は異なる原子間の微
分重なりは無視するが同一原子内微分重なりは計算を行うという近似（Neglect of 
Diatomic Differential Overlap：NDDO近似）をすることで計算量を減らしている。 
 
MP2法 
ポストHF法のMP2法もまたHartree-Fock法がベースになる。Hartree-Fock法で全電
子エネルギーの約 99％が扱われるが、化学的な事柄を扱うには残り 1％が重要である。こ
の差分は実際には電子の挙動には電子間に相関があるために生じるもので電子相関と呼ば
れ、多体問題を解消する際に平均場近似を行ったため、本来の多体効果を十分には記述で
きないことから生じる。Møller-Plesset法はこの電子相関を摂動として取り扱って系のエネ
ルギーと波動関数を求める方法である。系のハミルトニアンを厳密に解けるハミルトニア
ンと摂動ハミルトニアンの和と考える。MP2法は摂動展開を 2次まで考慮した方法である。 
 
B3LYP法 
B3LYP 法は Hartree-Fock 法とは異なり、密度汎関数理論（DFT）に基づいた方法であ
る。Hartree-Fock法が波動関数を用いて電子エネルギーを求めるのに対し、DFT法では電
子密度を用い、交換・相関エネルギーも電子密度の汎関数であるとする。しかし、厳密に
交換・相関エネルギー汎関数を求めるのは困難なため、近似的な交換相関ポテンシャルの
選び方が重要になってくる。B3LYP法の交換・相関エネルギーは局所密度近似（LDA）の
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交換相関汎関数、Becke の交換汎関数、HF 法の交換項、Lee、Yang、Parr らの相関汎関
数を 3つのパラメータで組み合わせている。解を求める際には、Hartree-Fock法と同様に
最初に仮の電子密度を設定してから繰り返し解を求めることで電子密度を得る。 
 
分子力学法と分子動力学法 
分子力学法は、分子構造に対して決まるポテンシャルエネルギー曲面を、これまでのよ
うな量子化学計算によって求めずに、ポテンシャルエネルギー曲面を近似したポテンシャ
ル関数の組み合わせから作る力場（force field）によって表現する方法である。関数に含ま
れるパラメータを実験データや理論計算に合うように決めることで、計算コストを減らし
ている。 
分子動力学法では、ニュートンの運動方程式を解くことで、時間発展する原子の動きを
表す方法である。原子はそれぞれ質量を持つ点として扱われ、バネにつながった球のよう
に伸びたり縮んだりする。原子に働く力は分子力学法と同様にポテンシャル関数（力場）
によって決まるとする。 
 
ONIOM法と FMO法 
ONIOM法と FMO法はこれまでの方法と異なり、系を分割して計算することで、計算コ
ストを下げる方法である。 
ONIOM法はタマネギの層のように生体高分子をいくつかのレイヤーに分けて、核心部分
の領域は精度の高い方法で計算し、それ以外の領域には精度の低い手法を用いる方法であ
る。重要度に合わせて計算方法を変えることで、計算時間を短縮しつつ妥当な結果が得ら
れる。それぞれの領域の計算にはこれまでに述べた量子力学法や分子力学法の計算方法を
用いることができる。一方、FMO法は全体をフラグメントに分割し、各フラグメントを精
度の高い方法で計算することで系全体に対して高精度な計算を行う方法である。各フラグ
メントの計算には Hartree-Fock 法や MP2 法などが用いられるが、フラグメント毎に並列
処理を行うことで計算時間を短縮することができる。また、計算時に inter-fragment 
interaction energy（IFIE）を算出することで、フラグメント間に働く相互作用を見積もる。
リガンドが結合したタンパク質を対象にした場合は、リガンドに対する各 IFIEを足し合わ
せることで、リガンドの親和性を評価する。 
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第３章 L-DEX YLと L-2-CPAの反応機構の解析 
 
 酵素-基質複合体におけるアミノ酸残基の役割 第１節
 
背景 
第２章で述べたように、L-DEX YLと L-2-CPAの反応は過去に部位特異的変異導入[21]、
X 線結晶構造解析[18-20]、質量分析[23-25]などの実験が行われており、反応式の推定や酵
素反応にとって重要なアミノ酸残基の推定がなされている。しかし、L-DEX 類に対するコ
ンピューターシミュレーションによる研究は 1例[27]を除き、未だ行われていなかった。計
算科学的手法を用いて分子レベルで反応機構を解析することは、実験的手法では観測でき
ない遷移状態構造を決定し、効率的な変異体のデザインを行う上で重要になる反応中のア
ミノ酸残基の詳細な役割を特定することで、新たな貢献につながる可能性がある。だが、
コンピューターシミュレーションにより反応機構を解析するには、出発点として対象とな
る酵素と基質の初期構造が必要になる。過去に L-DEX YLの系では X線結晶構造解析によ
り、野生型酵素の構造（PDB Entry:1JUD）[18]と中間体アナログの構造（PDB Entry:1zrm）
[19]が決定されているが、野生型酵素と L-2-CPA の酵素-基質複合体構造は触媒反応が進行
してしまうため、その結晶構造は取られていなかった。本節では既に決定されている結晶
構造を元にして酵素-基質複合体構造をコンピューター上で作成（以下、モデリングと記す）
し、MDシミュレーションにより水中における複合体構造の緩和を行い、反応機構解析用の
構造を得ることを課題とした。また、緩和中の構造変化の分析と得られた緩和構造に対す
る FMO計算から触媒反応に重要なアミノ酸残基の役割についても検討した。 
 
本節の研究に先駆けて、2007年の著者の卒業論文[93]において、試行的に野生型 L-DEX 
YL と L-2-CPA に対する約 2ns の MD シミュレーションを行い、構造の緩和中の水分子の
挙動と水分子が通過したトンネルの位置を確認したことを報告した。緩和された構造にお
いて L-2-CPA から 5Å 内に３つの水分子が存在しており、そのうち２つの水分子はポケッ
トから入り、残りの１つの水分子はポケットとは反対側からめり込むように酵素内へ入る
ことを MD シミュレーションから明らかにした。その水分子 771 と水分子 5596 の動きを
示した図を卒業論文から引用する。 
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（図：MD中の水 771の動き） 
 
 
（図：MD中の水 5596の動き） 
 
そして、この水分子 5596 の動きから、ポケットの反対側にトンネルの存在を確認した。
トンネルの直径は水分子１つが通れる程度であることから、エステル加水分解過程におい
て重要になる触媒水が入ってくる可能性や、ハロゲン脱離過程で脱離する Clイオンが出て
行く可能性があると考えた。しかし、卒業論文では野生型構造の MD シミュレーションの
みであったことと、アミノ酸残基の役割についての検討まで至らなかったことから、本節
では卒業論文の研究を発展させ、変異体酵素に対してもMDシミュレーションを行い、FMO
計算による IFIEの解析も行うことで、野生型 L-DEX YLと L-2-CPAの酵素-基質複合体構
造における触媒反応における重要なアミノ酸残基の役割を調べた。 
なお、本節の研究は長浜バイオ大学の中村研究室との共同研究である。著者が卒業論文
において先行的に Amber8[94]を用いた MD をシミュレーション及び、Gaussian03[95]を
用いた量子化学計算及び Amber8 を用いたパラメータの作成を担当した。そして中村研究
室の中村卓講師と山口学士が発展的に Amber8 を用いた MD シミュレーションと
ABINIT-MPを用いた FMO計算を担当した。 
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方法 
Protein Data Bank（PDB）[96]に登録されている A175S変異体酵素（175番目のアミ
ノ酸残基をセリンからアラニンに変異させたもの）と基質の中間体アナログの構造（PDB 
Entry:1ZRM）[19]に対してシミュレーションソフトウェアMOE [97,98]を用いて水素付加
を行った後、変異導入された 175 番目のセリンをアラニンに戻すことで野生型の構造を作
成した。MOE を用いて PDB 構造中の基質は削除し、新たに L-2-chloropropionic acid 
(L-2-CPA)分子を作成した後、分子モデリングソフトウェア AutoDock[99]を用いて酵素と
基質の結合のシミュレーション（以下、ドッキングと記す）を実行し複合体構造を生成し
た。得られた複数の構造の中から求核置換反応を起こす（以下、攻撃すると記す）Asp10
が反応しやすいと考えられる位置に存在する構造を MD シミュレーションに使用するため
の候補に選択した。酵素-基質複合体の構造を整えるために、分子動力学ソフトウェア
AMBER[96]を用いて MM 計算を行い構造最適化した。さらに基質 L-2-CPA と攻撃する
Asp10 のカルボキシル基の水素の付加状況を調べるために、シミュレーションソフトウェ
ア MOE[97,98] を用いて周囲のアミノ酸残基の水素がない状態で各残基の pKa を計算し、
L-DEX YLの至適 pH9.5に合わせた水素付加を行い、付加した水素の位置を確認した。こ
の構造を野生型の初期構造とした。さらに野生型の初期構造の Lys151（リシン）をアラニ
ンに置換した構造を K151A 変異体酵素の初期構造、Asp180（アスパラギン酸）をアラニ
ンに置換した構造を D180A変異体酵素の初期構造とした。 
基質 L-2-CPA には MD を行うための分子力場のパラメータが存在しない。そのため、
Gaussian03を用いて L-2-CPAの構造に対してB3LYP/6-31G+*レベルで構造最適化を行い、
HF/6-31G*レベルで一点計算を行って静電ポテンシャルを計算した。そして分子動力ソフ
トウェア Amber8に付随するプログラム Antechanberを用いてパラメータを作成した。 
MDには Amber8に付属する Sanderプログラムを用いた。酵素に対しては Amber99力
場と一般 Amber 力場(GAFF)を用いた。作成した酵素-基質複合体構造を、周期境界条件の
箱の中に入れ、周囲に 12.0Å幅の TIP3P水分子の層、そして電荷を調節するためのカウン
ターイオン Na+を配置した（野生型構造の場合、箱の大きさは 72.6×76.3× 84.4Å3、水分
子の数は 11396 個、K151A 変異体構造の場合、箱の大きさは 72.6×76.7× 84.4Å3、水分
子の数は 11396 個、D180A 変異体構造の場合、箱の大きさは 72.6×76.3× 85.8Å3、水分
子の数は 11396個となった）。まず系の水素原子のみ構造最適化し、カウンターイオンと触
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媒水を除く水分子を構造最適化した。次にカウンターイオンと水分子を 60psのMDにより
緩和した。そして 5000ステップの最急降下法により系全体を構造最適化し、収束しない場
合は共役勾配法により緩和を続けた。全ての系で 7000ステップ以内に計算が終了した。こ
のMDシミュレーションは 310K、1atmの定温定圧条件下で行った。初期構造との平均二
乗偏差（root mean square deviation：RMSD）を観測することで緩和の完了を判断した。 
MD の計算結果の解析には Amber8 に付随するプログラム ptraj を用いて、RMSD 及び
原子間距離を測定した。そして、MDのトラジェクトリーから2D-RMS法により[100-102]、
野生型、K151A変異体、D180A変異体の各代表構造を決定した。 
得られた野生型、K151A変異体、D180A変異体の各構造に対して、量子力学計算ソフト
ウェア ABINIT-MP を用いて MP2/6-31G レベルで FMO 計算を行った。この計算の際に、
各アミノ酸残基を 1フラグメントに、そして L-2-CPA 及び触媒水もそれぞれ 1 フラグメン
トに設定した。得られた計算結果に対して可視化ソフトウェア BiostationViewer を用いて
各構造の IFIEを解析した。 
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結果 
野生型構造の IFIEとMDの分析 
MDのトラジェクトリーを解析し、得られた代表構造の L-2-CPA付近の構造を図 5に示
した。CPAのカルボキシル基の近傍に Lys151が位置し、不斉炭素の近傍に Asp10が位置
しており。触媒水の近傍には Asp10と Asp180の２つのアスパラギン酸が位置している。 
 
図 5 野生型 L-DEX YLと L-2-CPAの酵素-基質複合体構造の L-2-CPA付近の構造[103] 
 
まず MD 中の原子間距離・角度の変化を図 6 に示した。図中(a)には Asp10 の OD1 と
CPAの Cの距離、Asp10の OD2と CPAの Cの距離、Lys151のNZ原子と CPA の O9の
距離を示しており、OD2 よりも OD1 が CPA に近い距離に安定に存在している。図中(b)
には Asp10 の OD1 と CPA の Cl の距離と Asp10 の OD2 と CPA の Cl の距離を示してお
り、どちらもほぼ等しい。図中(c)には Asp10のOD1と触媒水のOの距離とAsp180のOD2
と触媒水の距離を示しており、Asp180の方が触媒水に近い距離に存在していることがわか
る。 
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図 6 野生型構造に対するMD中の原子間距離・角度の変化[103] 
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次に、触媒反応にとって重要な役割を果たすアミノ酸残基を明らかにするために、野生
型 L-DEX YLと代表的な基質 L-2-CPAとの酵素-基質複合体構造に対して FMO計算を行っ
た結果を図 7 にまとめた。図中(a)は CPA に対する各アミノ酸残基の IFIE を示しており、
Asp10、Arg41、Lys151と強く相互作用していることがわかった。IFIEの値が負の値であ
ればフラグメント間に引力が働くことを表し、正の値であれば斥力が働くことを表す。図
中(b)は触媒水に対する酸残基の IFIEを示しており、Asp10、Lys151、Asp180と強く相互
作用していることがわかった。図中(c)は Asp10 に対する各アミノ酸残基の IFIE を示して
おり、Lys151、Asp180、L-2-CPAと強く相互作用していることがわかった。そこで、CPA
に対して強く相互作用していたアミノ酸残基の中で役割がわかっていない Lys151 と
Asp180に焦点を当てることにする。 
 
 
図 7 野生型 L-DEX YLにおける IFIEの値[103] 
 
 22 
 
K151A変異体構造の IFIEとMDの分析 
野生型における Lys151の役割を検討するために K151A 変異体を作成し、MD シミュレ
ーションと FMO 計算を実行し野生型と比較した。MD 中の原子間距離を分析したところ、
Asp10 の OD1 と CPA の C の距離、Asp10 の OD1 と CPA の C と CPA の Cl の間の角度
は、野生型の場合と比較して安定しておらず、脱ハロゲン化反応には適していなかった。
この結果は Lys151 が基質 CPA と強く結合していることを示した野生型の場合の MD と
FMO 計算の結果と矛盾しない。そして野生型の場合には Lys151 の近くに位置していた
Trp179の向きが、Trp179が存在するヘリックスごと酵素外側へ開くように変化した（図 8）。
これは正電荷を持った Lys151 をアラニンに置換したことにより、Lys151 と Asp180 の強
い相互作用がなくなり固定されていた構造が動いたためではないかと推測する。K151A 変
異体に対する FMO計算の結果からは、野生型の場合と比べて新たに Lys151と Trp47（ト
リプトファン）、Asn177（アスパラギン）と Thr182（トレオニン）の間に強い相互作用が
働いていることがわかった。これらの相互作用の違いが、K151A 変異体の構造が野生型の
構造にずれをもたらしている可能性がある。 
 
図 8  野生型と K151Aの Trp179の向きの比較（黄色：野生型、赤：L151A変異体酵素） 
 
D180A変異体構造の IFIEとMDの分析 
 
同様に、Asp180をアラニンに置換した D180A変異体酵素に対してもMDシミュレーシ
ョンと FMO 計算を実行した。MD シミュレーションの結果を図 9 にまとめた。(a)には
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Asp10のOD1とCPAのCPAの間の距離、Asp10のOD1とCPAのCPAの間の距離、Lys151
の NZと CAPの O9の間の距離を示している。野生型の場合には、OD1-C間距離と OD2-C
間距離は図 6 に示したように OD1-C 間距離の方が常に小さい値をとっているのに対して、
この D180A 変異体の場合は OD1-C 間距離と OD2-C 間距離が何度も入れ替わっているこ
とがわかる。(b)には Asp10 の OD1 と触媒水の O の間の距離と Lys151 の NZ と触媒水の
間の距離を示しており、Asp10 は触媒水と 3Å と近い位置に存在するのに対して、Lys151
は5Å以上と触媒水とは離れた位置に存在することがわかる。(c)にはLys151のNZとAsp10
の OD1の間の距離と Lys151の NZと Asp10の OD2の間の距離を示しており、Lys151と
Asp10 が強く相互作用しうる近い距離に存在することがわかった。これは野生型では見ら
れなかったことである。酵素全体の構造に焦点を当てると、野生型の場合と顕著な違いは
なかったが、活性部位の構造に焦点をを当てると、触媒水位置が Thr14 に近くなっている
ことと、CPAが Arg41の方へ動いていることがわかった。図 10 にその構造を示す。これ
はAsp10とLys151が近づいたことによる影響である可能性がある。一方、Asp10とLys151
の間の負の IFIEの値は野生型の場合の約 2倍になっているので、Asp10と Lys151は野生
型の場合よりも強く相互作用していると言える。ここで、質量分析の結果[25]から、Asp180
はハロゲン脱離過程に関与している残基であることがわかっている。我々の得た結果はこ
の実験結果と矛盾しない。そして図 9の(c)から、D180A 変異体では、野生型と違い Lys151
が Asp10 に近い距離に位置しているので、Asp180 の役割は Lys151 が Asp10 に近づくこ
とを阻止していると推測される。 
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図 9 D180A変異体酵素に対するMD中の原子間距離・角度の変化[103] 
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図 10 野生型酵素と D180A 変異体の活性部位の比較[103] 
 
議論 
MDシミュレーションから得られた構造と X線結晶構造の違い 
 
本節の MD により得られた構造は、基質を攻撃する Asp10 のカルボキシル基の OD1 原
子と攻撃される基質 CPAの C原子間の距離（OD1-C 距離）が約 4Åとなり、MD前の構造
に比べ約 1Å大きくなった。また、L-DEX YLと L-2-CPAの反応はハロゲン脱離過程が SN2
反応であると推定されており[21]、ワルデン反転を起こすので、OD1 原子と C 原子と脱離
する Cl 原子の角度（OD1-C-Cl 角度）が 180°に近い構造が反応に適しているが、MD に
より得られた構造は約 150°となった。MDを行う直前の構造最適化計算により得られた構
造は、距離と角度の点から反応に適していると考えた。次節以降の L-DEX YLと L-2-CPA
の酵素-基質複合体構造として採用した。 
MD の結果から、緩和した構造では基質を認識するアミノ酸残基が Ser118（セリン）で
なく Lys151 である点と Lys151 と Asp10 が近くない点で X 線結晶構造解析の構造と一致
しない結果となった。しかし MD によって得られた構造は水中における計算を行っており
溶媒効果を含んでいるのに対し、X線結晶構造によって得られた構造は結晶中の構造である
ので溶液中の構造を反映していない可能性がある。そのため、溶液中と結晶中という環境
の違いが MDシミュレーションの結果と X線結晶構造解析の結果に反映された可能性があ
る。 
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Lys151の役割 
 
MDと FMO計算の結果から Lys151は基質の向きの安定化と活性化部位の電荷のバラン
スをとる役割を果たしていると考えられる。この Lys151が基質認識に関わるという結果は
は、Lys151 ではなく Ser118 が基質と相互作用するという X線結晶構造解析に基づいた報
告と一致しない。しかしながら、IFIE の分析では Lys151 は Ser118 と引き合っており、
CPA と Lys151 の引力は CPA と Ser118 よりも大きかった。そして、CPA の O9 原子と
Lys151 の NZ 原子の距離はほとんど変わらず 3Å 以下であった。さらに部位特異的変異導
入の実験では、S118A 変異体は野生型の 30%の活性を示すのに対し、K151A 変異体及び
K151R 変異体はほとんど活性を示さない。従って、Ser118 を伴った Lys151 が CPA の向
きを安定化しており、Lys151は Ser118よりも CPAと強く相互作用していると考える。 
 
Asp180の役割 
 
MD と FMO 計算の結果から Asp180 は攻撃する Asp10 の回転を安定化し、触媒水の位
置を固定し、Lys151が Asp10に接近することを防ぐ役割を果たしていると考えられる。そ
れに加え、エステル加水分解過程において攻撃を行う触媒水を活性化している可能性があ
る。触媒水を活性化する候補のアミノ酸残基は触媒水の周囲に位置する Lys151、Ser175、
Asn117、そして Asp180 が挙げられる。Lys151 については、MD の解析によると Lys151
の NZ原子と触媒水までの距離が遠く、触媒水との IFIE の解析によると触媒水との間には
斥力が働いていることから、触媒水を活性化するアミノ酸残基ではないと考えられる。
Asp180については、類似のハロアルカン脱ハロゲン化酵素においてヒスチジンが触媒水を
活性化するように、水素を引く抜く塩基として働く可能性がある。IFIE の解析によると
Asp180のカルボキシル基の酸素原子OD1はLys151のNZ原子と強く引力が働いており、
結果として Lys151、Asp180、触媒水の間で水素結合ネットワークが形成されている。この
水素結合ネットワークが触媒水の活性化に重要であると予測する。 
残る候補のアミノ酸残基Ser175及びAsn177は L-DEX YLが脱ハロゲン化反応を触媒す
る上で重要なアミノ酸残基だが、ハロゲン脱離過程ではなくエステル加水分解過程に関係
するとわかっている[19,25]。しかし、この２つのアミノ酸残基の触媒水に対する IFIEを解
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析すると Ser175及び Asn177は触媒水との間に大きな引力が働いていることがわかる。 
以上のことから、Asp180 は、自身であるいは Ser175 や Asn177 を伴って、触媒水を活
性化すると推定する。このことを検証するためには、さらにエステル加水分解過程の反応
機構を解析する必要がある。 
 
 
まとめ 
本節では、野生型酵素に対するMDシミュレーションを行ったところ、Asp10と CPAの
位置関係から構造最適化計算により得られた構造を、L-DEX YLと L-2-CPAの反応機構の
解析用の酵素-基質複合体構造として採用した。 
そして野生型酵素及び K151A 変異体酵素、D180A 変異体酵素の酵素-基質複合体構造に
対するMDシミュレーション及びFMO計算により、Lys151とAsp180の役割を検討した。
その結果、Lys151は基質の向きを安定化することと、活性部位の電荷のバランスをとる役
割を担っていることがわかった。Asp180 は攻撃する Asp10 の回転を安定化すること、触
媒水の位置を固定すること、Lys151が Asp10に接近することを防ぐ役割を担っていること
がわかった。そしてさらに Asp180が触媒水を活性化する可能性があることが示唆された。 
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 ハロゲン脱離過程における Arg41の役割 第２節
 
背景 
前節では、野生型 L-DEX YLと L-2-CPAの酵素-基質複合体の構造に対する検討から、反
応機構を解析するための構造を得ることができた。機能改変酵素を設計する上で重要な遷
移状態構造やエネルギープロフィール、反応中に重要な役割を果たすアミノ酸残基を特定
することが重要になるので、本節と次節では、L-DEX YL による L-2-CPAの脱ハロゲン化
の反応機構の解析を量子化学計算ソフトウェアGaussian09[104]を用いて行うことにした。
この反応は前半部分のハロゲン脱離過程と後半部分のエステル加水分解過程の２段階の反
応から構成される。本節ではまず、前半部分のハロゲン脱離過程の反応機構を詳細に調べ
ることを課題とした。 
本節では効率的な計算を行うために半経験的分子軌道法の１つである PM3 法を用いる。
まずその計算の妥当性を検証することを試みた。そのために酵素の活性部位を切り出した
モデルを作成し、PM3 法の計算結果と密度汎関数法の１つである B3LYP 法を用いた計算
結果を比較した。 
その結果、本研究が対象とする L-DEX YLと L-2-CPAの系においても、PM3法は以下で
述べるように有効であることがわかったので、反応機構の解析を QM/MM 法の一種である
ONIOM 法において QM部分に PM3法を用いて行い、L-DEX YL と L-2-CPAのハロゲン
脱離過程の遷移状態構造とエネルギープロフィール、そして反応中に重要な役割を果たす
アミノ酸残基の決定を試みた。 
 
活性部位モデルを用いた計算方法の妥当性の検証 
手法 
シミュレーションの準備 
最初に、前節の構造最適化計算により得られた構造に対して、基質 L-2-CPA と攻撃する
Asp10 のカルボキシル基の水素の付加状況を調べるために、シミュレーションソフトウェ
ア MOE[97,98] を用いて周囲のアミノ酸残基の水素がない状態で各残基の pKa を計算し
L-DEX YLの至適 pH9.5に合わせて水素付加を行い、付加した水素の位置を確認した。そ
の結果、Asp10 と L-2-CPA のカルボキシル基に水素が付加していない構造を得た。これを
野生型の初期構造とした。そして本節では、初期構造から計算方法の妥当性の検証を行う
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ために活性部位モデルを、反応機構を解析するために酵素全体モデルをそれぞれ作成して
用いた。 
 
遷移状態構造の決定とエネルギープロフィールの作成 
活性部位モデルは可視化ソフトウェア GaussView5[105]を用いて、上記のようにして得
た初期構造から活性部位を取り込むように、基質 L-2-CPA、基質から 5Å の距離にある 12
残基（Asp10、Leu11、Tyr12、Arg41、Leu45、Phe60、Ser118、Asn119、Lys151、Asn177、
Trp179、Asp180）の側鎖、そしてエステル加水分解過程で攻撃を行う触媒水（155 原子）
を切り出して作成した。その際にアミノ酸残基の Cα原子の代わりに水素原子を置き換えて
プロトンキャップした。これらの全ての原子を高精度計算を実行するQM領域に設定した。
計算方法は QM 領域全体に PM3 法[54-56]を用いた。その際にプロトンキャップした原子
の位置を固定した。初期構造は古典的な分子力学法により構造最適化されており、それを
出発点としてさらに PM3法を用いて量子力学的に構造最適化を行った。 
活性部位モデルに対して、ポテンシャルエネルギー曲線の探索、遷移状態探索、IRC
（intrinsic reaction coordinate）計算を行いエネルギープロフィールの作成を行った。ポ
テンシャルエネルギー曲面の探索は反応を再現するような反応座標をとって遷移状態構造
を求めやすい構造を得るために行った。反応に最も重要なのは基質 L-2-CPA の攻撃される
C原子とAsp10の攻撃するO原子の関係だと考えられるので、その間の距離（C-O間距離）
を反応座標にとり（図 11）、一定の刻み幅で近づけながら、各距離ごとに構造最適化を繰
り返し、反応を再現した。そして得られた遷移状態近傍の構造を元にして遷移状態探索を
行い、ハロゲン脱離過程の遷移状態構造を決定した。決定した遷移状態構造から IRC 計算
[106,107]を行って、反応物と生成物を作成した。 
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図 11 C-O間距離を近づける操作 
 
まず、準備した活性部位モデルの構造に対して、C-O 間距離を縮めていった。反応座標
にとった C原子と O原子の間の距離を決めるたびに、12のアミノ酸残基の Cα原子の位置
にある水素原子の位置を固定し、構造最適化を行った。再び C-O間距離を 0.1Å近づけて構
造最適化を行った。これを繰り返してポテンシャルエネルギー曲線を描いた。計算手法は
計算コストの低い半経験的分子軌道法のPM3法とコストに対して精度が良いためよく使わ
れる密度汎関数法の B3LYP/6-31G*[92,108,109]を用いた。得られたポテンシャルエネルギ
ー曲線の最もエネルギーが上昇したピーク位置にある遷移状態構造近傍の構造を元にして
遷移状態探索を行い、ハロゲン脱離過程の遷移状態構造を得た。反応物と生成物の構造は、
その遷移状態構造を出発点として IRC計算を用いて決定した。反応物は酵素-基質複合体に
対応する構造で、生成物はエステル中間体に対応する構造である。そして PM3法と B3LYP
法によって得られた遷移状態の構造及びエネルギープロフィールをそれぞれ比較した。 
 
検証結果 
まず活性部位モデルの計算で得られた遷移状態構造は図 12 のようになった。PM3 の結
果を白、B3LYP の結果を赤で表示した。ボールアンドスティック形式で表した主要なアミ
ノ酸残基の位置はほぼ同じ位置になった。特に重要な情報である C-O 間距離（図中 OD1
と C5の距離）と C-Cl間距離（図中 C5と Cl6の距離）は、PM3法の場合 2.19Å と 2.28Å
となり、B3LYP法の場合 2.35Åと 2.31Åとなり、同様の値を得ることができた。図はUCSF 
chimera[110]を用いて作成した。 
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図 12 活性部位モデルの遷移状態構造の比較（白：PM3、赤：B3LYP） 
 
反応物のポテンシャルエネルギーを 0 kcal/mol とし、そこから遷移状態構造と生成物の
構造の相対的エネルギーを出したエネルギープロフィールを図 13 にまとめた。PM3 法の
場合、遷移状態構造のエネルギーは 13.0 kcal/molに、生成物のエネルギーは−29.2 kcal/mol
になった。一方 B3LYP法の場合、それぞれ 8.3 kcal/molと−44.3 kcal/molとなった。定量
的には差があるものの、定性的には同様の傾向を示す結果となった。 
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図 13 各計算手法でのエネルギープロフィール 
 
PM3法と B3LYP法の結果を比較し、構造及びエネルギーの面から、PM3法を用いても
妥当な結果が得られると判断した。そのため、次の酵素全体モデルの計算には QM 領域に
PM3を用い、MM領域に Amber力場[111]を用いることにした。 
 
酵素全体モデルにおける反応機構の解析 
 
方法 
シミュレーションの準備 
酵素全体モデルは、野生型の初期構造に対して可視化ソフトウェア GaussView5[105]を
用いて、活性部位を取り込むように、活性部位モデルの全原子（155原子）を高精度計算を
行う QM 領域に設定し、酵素全体（約 3500 原子）を低精度計算を行う MM 領域に設定し
た。計算方法は QM領域に PM3[54-56]、MM領域に Amber 力場[111]（PM3:Amber）を
用いた。QM 領域の原子の位置を固定せず、MM 領域の原子の位置を固定した。初期構造
は古典的な分子力学法により構造最適化されているので、ONIOM法[85,86] （PM3:Amber）
を用いてさらなる構造最適化を量子力学的に行った。 
 
遷移状態構造の決定とエネルギープロフィールの作成 
酵素全体モデルの計算は活性部位モデルと同様に、反応座標に取った C-O間距離を 0.1Å
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ずつ近づけ、それぞれの距離に対して MM 領域の原子の位置を固定し、QM 領域の原子に
ついて構造最適化を行った。再び C-O間距離を 0.1Å近づけて構造最適化を行った。これを
繰り返してポテンシャルエネルギー曲線を描いた。得られたポテンシャルエネルギー曲線
の最もエネルギーが上昇したピーク位置にある遷移状態構造近傍の構造を元にして遷移状
態探索を行い、ハロゲン脱離過程の遷移状態構造を得た。その遷移状態構造から出発して
構造最適化を行い反応物と生成物を得た。反応物は酵素-基質複合体構造で、生成物はエス
テル中間体構造である。 
各アミノ酸残基の反応への影響を調べるために、ポテンシャルエネルギー曲線の各点の
構造から、反応に最低限必要な基質 L-2-CPA、Asp10 の側鎖、触媒水を切り出した小さな
モデルを作成し、一点計算を行った。このモデルをコントロールと称した。コントロール
の構造にもう１残基分、QM領域のアミノ酸残基の側鎖を切り出し追加した小さなモデルを
作成し、同じく一点計算を行った。コントロールに追加したアミノ酸残基は Leu11（ロイ
シン）、Tyr12（チロシン）、Arg41、Leu45、Phe60（フェニルアラニン）、Ser118、Asn119、
Lys151、Asn177、Trp179、Asp180 の 11種類で、それぞれ+Leu11、+Tyr12、+Arg41、
+Leu45、+Phe60、+Ser118、+Asn119、+Lys151、+Asn177、+Trp179、+Asp180と称し
た。コントロールのエネルギーと 11種類のアミノ酸残基を追加した小さなモデルのエネル
ギーを比較することで、各アミノ酸残基の反応への影響を計測した。 
さらに上記の比較で大きな変化があることがわかった＋Arg41 の小さなモデル 
に対して、Arg41 の周囲にあるアミノ酸残基をもう１残基分追加した小さなモデルを作成
し、一点計算を行った。追加したアミノ酸残基は Arg41 の周囲にあった Leu45、Asn177、
Trp179 の 3種である。＋Arg41 と比較して、追加した周囲のアミノ酸残基の Arg41への
影響を調べた。 
 
結果 
遷移状態構造の決定 
酵素全体モデルで得られた遷移状態構造は図 14 (b)のようになった。C-O 間距離と C-Cl
間距離は、2.39Å と 2.35Å となり、活性部位モデルに近い距離になった。生成物であるエ
ステル中間体の構造は図 14 (c)のようになり、脱離した Clイオンは推測された通り Arg41
が受けていることが確認できた。図はUCSF chimera[110]を用いて作成した。反応物のポ
テンシャルエネルギーを 0 kcal/molとした時の遷移状態構造のエネルギーは 9.0 kcal/mol
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に、生成物のエネルギーは−44.3 kcal/molになった。 
 
 
図 14 酵素全体モデルの酵素-基質複合体（反応物）、遷移状態、エステル中間体（生成物）
の各構造 
 
各アミノ酸残基の反応への影響 
L-2-CPA、触媒水、Asp10の側鎖を切り出したコントロールモデルと、さらに１残基加え
た小さなモデルを比較してアミノ酸残基毎の影響を確認した（図 15）。(a)に変化があった
残基を、(b)にほとんど変化がなかった残基を示した。Arg41、Leu45、Lys151、Asp180を
加えた場合に変化があり、特に Arg41 が大きくエネルギーを低下させていることが明らか
になった。これは遷移状態の構造を見るとわかるように、脱離した負電荷を持つ Clイオン
を、正電荷を持つ Arg41 が水素結合することで系の安定化に寄与しているためだと考えら
れる。 
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図 15 各アミノ酸残基の反応への寄与 
 
大きな変化があった Arg41 にさらにもう１残基追加した小さなモデルの比較では、
Asn177 はポテンシャルエネルギー曲線のピークのエネルギーを 9.8 kcal/mol 上昇させ、
Leu45とTrp179それぞれ同様に 1.6、0.5 kcal/mol低下させていることが明らかになった。
これは Arg41 が反応の活性化エネルギーを大幅に低下させる効果を Asn177 が緩和してい
ることを示す。 
 
考察 
遷移状態構造と活性化エネルギーについて 
Asp10のカルボキシル基が L-2-CPAのC原子を攻撃して SN2反応で Cl原子が脱離する
がことは知られ、X線結晶構造から脱離した Clイオンを Arg41が受けることが予測されて
いたが、上記の計算により確認した。得られた遷移状態構造やエステル中間体構造は、ハ
ロアルカンデハロゲナーゼ[28]やフルオロ酢酸デハロゲナーゼの構造[30]と比較して、重要
な役割を果たすアミノ酸残基の位置関係が類似している。いずれの酵素の場合もアスパラ
ギン酸が攻撃をして、基質を挟んで反対側にあるアルギニンやトリプトファン、ヒスチジ
ン、チロシンといったアミノ酸残基が脱離したハロゲンイオンを受けている。ハロアルカ
ンデハロゲナーゼは受けるアミノ酸残基が 2 つあり、フルオロ酢酸デハロゲナーゼは受け
るアミノ酸残基が 3つある。これらの酵素は CPAよりも結合を開裂させることが困難な基
質の脱ハロゲン化反応を触媒することができるので、ハロゲンを受ける残基の数が C-F 結
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合のような強固な結合の開裂に影響するのではないかと推測する。 
 
反応中のアミノ酸残基の役割について 
QM 領域のアミノ酸残基の中で Cl イオンを受ける Arg41 が最も重要なアミノ酸残基で、
C-Cl 結合が切れる際の活性化エネルギーを大きく低下させることを図 15 で示した。そし
て Asn177 もまた重要なアミノ酸残基で、Arg41 の活性化エネルギーを低下させる働きを
和らげている効果があることが明らかになった。今回の結果から Arg41 と Asn177 がハロ
ゲン脱離過程の活性化エネルギーをコントロールしていると言える。また、得られた遷移
状態構造、反応物構造、生成物構造の観察から、Lys151、Asn177、Asp180は L-2-CPAと
Asp10 の回転を水素結合で固定し、触媒水の位置を固定していることがわかった。これら
の結果は前節のMDによる研究[103]と矛盾しない。 
この L-DEX YL にはハロアルカンデハロゲナーゼが有する触媒三残基の一つのヒスチジ
ン（His）は含まれていない。本節で行ったハロゲン脱離過程の反応機構の解析ではヒスチ
ジンの代わりを果たすアミノ酸残基は判明しなかった。そのため、エステル加水分解過程
の段階で同様の役割を果たすアミノ酸残基が存在すると予想する。 
 
 
まとめ 
本節では量子化学計算ソフトウェア Gaussian09を用い、活性部位モデルの計算により
PM3法の妥当性を検証した後、酵素全体モデルに対して ONIOM計算を行って反応機構を
解析した。その結果、これまで明らかになっていなかった遷移状態構造とエネルギープロ
フィールを決定することができた。そして反応中のアミノ酸残基の役割を特定することに
成功した。脱離する Clイオンを受けるのではないかと推測されていた Arg41が、実際に
Clイオンを受けていることを、構造的にもエネルギー的にも確認することができた。さら
にこれまで知られていなかった Arg41の影響を和らげている Asn177の役割を発見するこ
とができた。 
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 エステル加水分解過程における Lys151と Asp180の役割 第３節
 
背景 
前節では、前半部分のハロゲン脱離過程の反応の遷移状態構造やエネルギープロフィー
ル、反応中に重要であるアミノ酸残基の役割などを明らかにすることができた。そこで、
次にハロゲン脱離過程よりも反応機構が複雑で恐らく律速段階になっていると思われる後
半部分のエステル加水分解過程の反応機構を明らかにすることを課題とする。エステル加
水分解過程では、触媒水がエステル中間体を攻撃して、乳酸が生成されると推測されてい
る。その触媒水の攻撃の際に、触媒水が直接エステル中間体を攻撃する可能性と、周囲の
アミノ酸残基が触媒水の水素を引き抜いて活性化させてからエステル中間体を攻撃する可
能性が考えられてきた。どちらの可能性がより妥当なのかを検討した。前節と同様に、ポ
テンシャルエネルギー曲線を探索し、そこから遷移状態構造とエネルギープロフィール、
反応中のアミノ酸残基の役割を特定することを試みた。 
 
方法 
シミュレーションの準備 
ここでは前節で ONIOM 法[85,86]（PM3:Amber）[54-56,111]を用いて得られた生成物
である、野生型の L-DEX YLと L-2-CPAのエステル中間体構造を元にして酵素全体モデル
の初期構造を作成した。その際に、ハロゲン脱離過程の QM領域の設定では L-2-CPAを中
心に 5Å 内にあるアミノ酸残基を QM 領域に含めていたため、エステル加水分解過程にお
いて攻撃する触媒水は QM 領域の外側に存在していた。そのままの領域設定では周囲のア
ミノ酸残基の影響を評価することが難しいので、新たに触媒水を中心に 5Åの距離にあるア
ミノ酸残基を QM 領域に含めた。可視化ソフトウェア GaussView5[105]を用いて、基質
L-2-CPA、触媒水、触媒水から 5Å の距離にある 9 残基（Asp10、Thr14（トレオニン）、
Arg41、Lys151、Phe173、Ser175、Ser176、Asn177、Asp180）の側鎖（約 100 原子）
を高精度計算を行う新しい QM領域に設定し、酵素全体（約 3500原子）を低精度計算を行
うMM領域に設定した。 
 
ポテンシャルエネルギー曲線の探索 
ここでは前節と同様に反応を再現する反応座標を選択し、ポテンシャルエネルギー曲線
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を描き、ピーク位置から遷移状態構造を探索しようと試みた。重要だと思われる距離を反
応座標にとり、一定の刻み幅で近づけながら構造最適化を繰り返し、反応を再現した。 
試行錯誤の結果、２通りの反応座標を使ってポテンシャルエネルギー曲線を探索した（図 
16）。一つは水酸化物イオン（OH-）の攻撃をイメージした間接攻撃パターン（図左側）で、
これは攻撃する触媒水の O 原子と H 原子の距離（O-H 間距離）及び攻撃する触媒水の O
原子と攻撃されるエステル中間体の C 原子の距離（O-C 間距離）の２つ距離同時に動かし
たものを反応座標にとった。もう一つは触媒水（H2O）の攻撃をイメージした直接攻撃パタ
ーン（図右側）で、攻撃する触媒水の O原子と攻撃されるエステル中間体の C原子の距離
（O-C間距離）及びエステル中間体の C原子と O原子の距離（C-O間距離）の２つ距離同
時に動かしたものを反応座標にとった。そして間接攻撃パターンでは O-H 間距離を 0,1Å、
O-C 間距離を 0.2Å ずつ縮め、反応座標にとった原子、そして MM 領域の原子の位置を固
定し、構造最適化を行った。再び距離を縮めて構造最適化を行った。これを繰り返してポ
テンシャルエネルギー曲線を描いた。直接攻撃パターンでも O-C間距離を 0.1Å、C-O間距
離を 0.2Åずつ縮め、同様に固定して構造最適化を行った。再び距離を縮めて構造最適化を
行った。これを繰り返してポテンシャルエネルギー曲線を描いた。 
これらの計算は ONIOM 法（PM3:Amber と B3LYP/6-31G*:Amber） [54-56,92, 
08,109,110,]を用いた。 
 
図 16 エステル加水分解過程の反応座標２パターン 
 
ポテンシャルエネルギー曲面の探索 
そして直接攻撃パターンのポテンシャルエネルギー曲線は、生体内で起こりえない高い
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エネルギーに達したため、ポテンシャルエネルギー曲線の経路が悪いのではないかと考え
た。そこで、経路に関する詳細なデータを得るために、O-C 間距離と C-O間距離を２軸に
とったポテンシャルエネルギー曲面を描いて、どのような経路を通ればより低い活性化障
壁になるかを調べた。ポテンシャルエネルギー曲面を描く際には、O-C間距離を 0.1Åずつ、
C-O間距離を 0.2Åずつ、それぞれ独立に動かした構造に対して、両距離が固定されるよう
にこれまで同様の固定をして構造最適化を行った。 
 
結果 
OH-の攻撃をイメージした間接攻撃パターン 
このパターンではある程度反応を再現することができた。ただ PM3の計算で得られた生
成物の構造においてエステル中間体の C-O 間の結合が切れずに Asp10 と CPA が結合した
ままだったので、B3LYPの計算で得られた生成物も確認した。 
 
O-H 間距離と O-C 間距離を同時に動かした間接攻撃パターンの PM3 でのポテンシャル
エネルギー曲線は図 17のようになった。最もエネルギーの高い位置で約 40 kcal/mol弱と
いう結果を得ることになった。前半部分のハロゲン脱離過程よりも活性化障壁が高く、こ
のエステル加水分解過程が律速段階であるという予測を支持するものとなった。 
 
図 17 間接攻撃パターンのポテンシャルエネルギー曲線（PM3） 
 
そしてエネルギーだけでなく構造も妥当なものになっているかを確認した。ポテンシャ
ルエネルギー曲線中の水色の点の構造が図 18の左側の図である。水色に塗られた分子が水
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分子となっているが、O-H間の結合が切れており、脱離したH+イオンは付近の Asp180に
受け取られている。これは事前に想定していた通りの結果となった。次に、ポテンシャル
エネルギー曲線の赤色の点の構造を図 18の右側の図に示す。これは触媒水の OH-がエステ
ル中間体に結合した所の構造だが、反応式からは結合ができると同時にエステル中間体内
の C-O 結合が切れて Asp10 と L-2-CPA の元の触媒の状態に戻ることが予想されたが、エ
ステル中間体内の C-O結合は切れなかった。 
 
図 18 （左）グラフ水色の点の構造 （右）グラフ赤色の点の構造 
 
一方、同様に間接攻撃パターンの B3LYPでの計ポテンシャルエネルギー曲線は図 19の
ようになった。最後の点以外ではエネルギーは 30 kcal/mol程度に留まっている。しかし最
後のグラフ中の赤色の点で 45 kcal/mol までエネルギーが上昇しているので、PM3 の場合
と同様に構造を確認した。 
 
図 19 間接攻撃パターンのポテンシャルエネルギー曲線（B3LYP） 
 
ポテンシャルエネルギー曲線中の赤色の点の構造を図 20の右側の図に示す（図 18とは
別の角度から表示している）。PM3 の計算と同様にエステル中間体内の C-O 結合が切れて
いなかった。さらに Lys151 の NH3+の H 原子が外れてエステル中間体のカルボキシル基
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（COO-）が受け取っていることがわかった。C-O結合が切れなかったこと、そしてこのプ
ロトン（H＋）の移動の影響により反応式から想定した反応が起こらなかったと推測する。
さらにさかのぼって構造を確認した所、ポテンシャルエネルギー曲線中の左から２点目の
構造で既にH＋の移動が見られた（図 20の左側の図）。 
 
図 20 （左）グラフ左から２点目の構造 （右）グラフ赤色の点の構造 
 
H2Oの攻撃をイメージした直接攻撃パターン 
このパターンでは反応の再現を試みたが、ポテンシャルエネルギー曲線のエネルギーが
高くなり、推定されている反応式から想定する構造が得られなかったため、反応座標が悪
いと考え、後述するポテンシャルエネルギー曲面を描き、さらに反応座標について検討し
た。 
まず O-C 間距離と C-O 間距離を同時に動かした直接攻撃パターンの PM3 法でのポテン
シャルエネルギー曲線を図 21 に示す。反応座標−0.5 の位置を越えて触媒水の向きの変化
に伴ってエネルギーが低くなったが、最終的にエネルギーは 70 kcal/molを越えた。生体内
で反応が起こることを考えると、高すぎる結果となった。 
 
図 21 直接攻撃パターンのポテンシャルエネルギー曲線（PM3） 
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高いエネルギーの原因を調べるために、構造を確認した。ポテンシャルエネルギー曲面
中の赤色の点の構造を図 22 に示す。推定される反応式からはエステル中間体内の C-O 結
合が切れ、攻撃する触媒水の H＋が外れて Asp180などのアミノ酸残基に受けられると予想
されたが、攻撃する触媒水の H＋は外れなかった。このため、エネルギーが高くなったと考
えられる。 
 
図 22 グラフ赤色の点の構造 
 
ポテンシャルエネルギー曲面の探索 
エネルギーが上昇しすぎた直接攻撃パターンの反応座標であるO-C間距離とC-O間距離
をそれぞれ独立に変化させた構造を作成し、各構造に対して構造最適化を行い、O-C 間距
離と C-O間距離を反応座標としたポテンシャルエネルギー曲面を描いた。 
得られた結果を図 23に示す。３つ候補となりそうな経路を発見した。先のポテンシャル
エネルギー曲面の探索でたどったと思われるのが図中③の経路である。他の経路よりもエ
ネルギーの高い領域を通っていることがわかる。この図を見ると②の経路はエネルギーが
低く、有望な経路だと予想した。 
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図 23 直接攻撃パターンのポテンシャルエネルギー曲面 
 
そして実際に②の経路をたどるようにポテンシャルエネルギー曲線を描いたたところ、下
図のような構造を得た。テトラへドラル中間体近傍の構造で、Thr14の側鎖のOHとAsn177
の側鎖の NH がオキシアニオンホールのような役割を果たしている可能性があることがわ
かった。これは間接攻撃パターンでも観測することができた。 
 
図 24 テトラへドラル中間体近傍での Thr14と Asn177の位置関係 
Thr14 
Asn177 
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考察 
過去の研究からは L-DEX YL は間接攻撃パターンではないかと推測されている。ハロア
ルカン脱ハロゲン化酵素 [28]やフルオロ酢酸脱ハロゲン化酵素 [30]の場合にもシミュレ
ーションの結果から間接攻撃パターンであることがわかっている。しかし、脱ハロゲン化
酵素の中には L体の基質にもD体の基質にも反応する DL-DEXのように直接攻撃パターン
をとる酵素も存在する[112]。そのため本節では双方の可能性を検証した。まだ不完全な結
果ではあるが、間接攻撃パターンの方が活性化障壁は低いので、予測されたように間接攻
撃パターンを取ると推測される。 
また、前半部分のハロゲン脱離過程の活性化障壁と比較してみると、この後半部分のエ
ステル加水分解過程の方が活性化障壁は高いため、律速段階は後半部分になると考えられ
る。 
本節では、ポテンシャルエネルギー曲線の探索から遷移状態構造、エネルギープロフィ
ールは得ることができなかったが、触媒水の H＋を受けるであろう Asp180 と、H＋を持ち
反応の成否を左右する Lys151が重要なアミノ酸残基であると考える。また、類似の脱ハロ
ゲン化酵素フルオロ酢酸脱ハロゲン化酵素の場合には、テトラへドラル中間体付近の構造
で、Phe34と Arg105の主鎖の NHがオキシアニオンホールを形成しているが、L-DEX YL
の場合でもテトラへドラル中間体近傍の構造で、Asn177 と Thr14 がオキシアニオンホー
ルを形成している可能性があることがわかった。この２つのアミノ酸残基を置換すること
で、活性化障壁を低下させることができると考えた。これはエステル加水分解過程に対す
る機能改変のためのアミノ酸置換を考える上で重要な情報である。 
 
まとめ 
この章では、ONIOM計算を量子化学計算ソフトウェア Gaussian09を用いて行うことで
反応機構を解析した。ポテンシャルエネルギー曲線の解析が進んだが、遷移状態構造と厳
密なエネルギープロフィールの決定には至らず、今後の課題として残った。しかし、ポテ
ンシャルエネルギー曲線と反応中の構造の分析から、反応において重要な役割を果たすア
ミノ酸残基を推定することができた。そして、エステル加水分解過程の機能改変に対して
重要だと考えられるオキシアニオンホールを形成している可能性があるアミノ酸残基の情
報も得られた。  
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第４章 変異体酵素のデザイン 
 
環境中には多くの有機ハロゲン化合物が存在しているが、天然由来の化合物も人工的に
合成された化合物も存在する。著者は有機ハロゲン化合物の分解に酵素反応を用いること
を検討しているが、酵素には基質特異性があるため、天然に存在する脱ハロゲン化酵素が
反応できる化合物は限られる。特に天然に存在しない人工的な化合物を分解する際には困
難が予想される。そこで本章では、反応速度が向上する酵素や柔軟な基質特異性を持った
酵素といった機能改変酵素をデザインするための知見を、コンピューターシミュレーショ
ンを用いて得ることにより、改変酵素デザインのための戦略を立て、そして機能の向上が
可能であれば機能を改変した変異体酵素を提案することを課題とする。 
 
第１節では、まず基礎的な研究として L-DEX YLと L-2-CPAの反応のハロゲン脱離過程
の活性化エネルギーを低下させる変異体酵素について検討した。 
第２節では、その応用として、L-2-CPA の塩素原子を別のハロゲンに置換したハロプロ
ピオン酸、L-2-CPA の炭素鎖の長さを変えたクロロアルカン酸を基質とした場合の反応に
ついて、基質のタイプ毎に酵素改変の方向性を検討した。 
第３節では、野生型 L-DEX YLが反応しないエナンチオマーD-2-CPAを基質とした反応
について調べ、エナンチオ選択性を改変した変異体酵素のデザインを検討した。さらに実
験により実際に機能改変酵素を作成し、D-2-CPAに対する活性を検証した。 
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 L-2-CPAに対する機能の向上 第１節
―ハロゲン脱離過程を改善した変異体酵素 R41homK― 
 
背景 
第３章で行った L-DEX YL と L-2-CPAの反応機構の解析から、重要な役割を果たすアミ
ノ酸残基を特定することができた。そこで次に、機能改変酵素のデザインをする上で、反
応機構において重要なアミノ酸残基をどのように置換すると機能を改変できるかの知見を
得ることが重要になる。第３章第２節ではハロゲン脱離過程において活性部位のアミノ酸
残基 Arg41 が脱離した塩化物イオンを受けることで反応中の活性化エネルギーを大きく低
下させていることが明らかになったが、反応機構が類似している脱ハロゲン化酵素である
ハロアルカン脱ハロゲン化酵素[28,29]とフルオロ酢酸脱ハロゲン化酵素[30,31]では、脱離
するハロゲンを受けるアミノ酸残基にはトリプトファンやヒスチジン、チロシンがあり、
アルギニン以外のアミノ酸残基でもハロゲンを受けることができることを示唆している。 
L-DEX YL の変異体に関する先行研究では 3 つのアルギニン変異体酵素の活性値がわか
っている。栗原らは部位特異的変異体導入の実験[21]でアミノ酸配列がよく保存されている
アミノ酸残基を置換して L-2-CPAに対する活性を測定しており、その中で Arg41の変異体
酵素 R41K、R41W、R41E の活性値を決定している。しかし、野生型酵素の活性値を 100
とした時の各変異体の相対活性値は 0.19、0、0.05 となっており L-2-CPA に対してほぼ反
応しないことを示している。また、アルギニン変異体酵素以外の変異体酵素でも野生型の
活性値を大きく上回る変異体酵素は未だ得られていない。 
もし計算機シミュレーションにより Arg41 の置換により活性化エネルギーをより低下さ
せる変異体酵素を発見できれば、実際に L-2-CPA に対する活性が上昇する新規の酵素が得
られる可能性がある。そしてさらに、L-2-CPAが持つ C-Cl結合よりも強固な C-F結合を持
った有機ハロゲン化合物を分解できる変異体酵素にもつながる可能性がある。 
そこで、本節ではこの塩化物イオンを受ける Arg41 を別のアミノ酸残基に置換すること
で、活性化エネルギーの変化を確認した。変異体酵素のデザインのための基礎的研究と位
置づけ、代表的な基質である L-2-CPA との反応の活性化エネルギーを低下させ、野生型酵
素よりも高い活性を示す可能性のある変異体酵素をデザインすることを目指した。 
 
なお、本節の研究は長浜バイオ大学の中村研究室との共同研究である。著者が
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Gaussian09 を用いた量子力学的計算を担当し、中村研究室の中村卓講師と出来修士が
Amber12を用いたMDシミュレーションを担当した。 
 
方法 
第３章第２節で得られた野生型 L-DEX YLの酵素-基質複合体構造に対して、可視化ソフ
トウェアGaussView5[105]を用いてArg41を 8種類のアミノ酸残基等に置換した変異体酵
素をモデリングした。8種類のアミノ酸残基は Lys、Glu、Trp、Ala、Gly、homlys、norlys、
Na+で、変異体名をそれぞれ R41K、R41E、R41W、R41A、R41homK、R41norK、R41 Na+
とした。ここでhomlysはLysよりも側鎖の炭素鎖が１つ長い人工的なアミノ酸残基、norlys
は逆に Lysよりも側鎖の炭素鎖が１つ短い人工的なアミノ酸残基を表す。 
計算には酵素全体モデルのみを利用し、領域の設定に関しては、置換する Arg41 を除い
ては第３章第２節と同じ 12残基と L-2-CPAと触媒水をQM領域に設定し、酵素全体をMM
領域に設定した。計算方法は ONIOM法[85,86]（PM3:Amber）[54-56,111]を用いた。 
まず、置換したアミノ酸残基を構成する原子はこの酵素の活性部位の静電場環境の影響
を反映していないので、置換した 41番目のアミノ酸残基の側鎖のみを構造最適化した。そ
の際に置換したアミノ酸残基の側鎖以外の全ての原子の位置を固定した。次に、置換した
アミノ酸残基の構造が変化することで QM 領域内の静電場環境が変わるので、QM 領域の
構造最適化を行った。その際に MM 領域の全ての原子の位置を固定した。得られた構造に
対して、C-O 間距離を反応座標に設定し、0.1Å の刻み幅で近づけながら構造最適化を繰り
返し、反応を再現した。 
そして、得られたポテンシャルエネルギー曲線のピーク位置のポテンシャルエネルギー
を野生型酵素と変異体酵素で比較した。 
 
結果 
既に第３章で得られている野生型酵素のポテンシャルエネルギー曲線と本節で新しく計
算を行った 8 種類の変異体酵素のポテンシャルエネルギー曲線を図 25 に示した。図中(a)
には野生型酵素と同様にハロゲン脱離過程の反応が起こる変異体酵素を、(b)には同様の反
応が起こらないもしくは野生型とは別の反応が起きた変異体酵素を示した。R41K、R41Na+
はポテンシャルエネルギー曲線のピークの高さが野生型酵素と同等になった。R41homKは
野生型酵素よりも低くなった。それ以外の変異体酵素はピークの高さが 10 kcal/mol以上高
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くなるか、別の反応が起きる結果となった。 
 
 
図 25 変異体酵素のポテンシャルエネルギー曲線 
 
さらに、それぞれの変異体酵素の塩素原子の脱離状況を 3 パターンに分類し、代表構造
を図 26 に示した。図中(a)には野生型酵素における、ポテンシャルエネルギー曲線のピー
ク位置の反応座標の次の点（塩素原子が脱離する点）の構造を表示した。このパターンに
は野生型酵素と同様に塩素原子が脱離する変異体酵素（R41K、R41homK、R41Na+）が含
まれる。(b)(c)は野生型酵素において塩素原子が脱離する反応座標を越えても塩素原子が脱
離しないが、さらに反応座標を変化させると塩素原子が脱離する変異体酵素（R41norK）
が含まれる。(b)には野生型酵素において塩素原子が脱離する反応座標の変異体酵素の構造
を、(c)には変異体酵素において塩素原子が脱離する反応座標の変異体酵素の構造を表示し
ている。(d)(e)は野生型酵素と同様の反応が起こらず別の反応が起こった変異体酵素（R41E、
R41W、R41A、R41G）が含まれる。(d)には同様に野生型酵素において塩素原子が脱離す
る反応座標の変異体酵素の構造を、(e)には別の反応が起こった際の反応座標の変異体酵素
の構造を表示した。図はUCSF chimera[110]を用いて作成した。 
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図 26 野生型酵素と変異体酵素の Clの脱離状況の３パターン（それぞれ代表構造） 
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考察 
本節でポテンシャルエネルギー曲線を計算した変異体酵素のうち R41K、R41E、R41W
は L-2-CPA に対する活性値の実験データが存在する[21]。野生型の活性値を 100 とした時
の相対的な活性値はそれぞれ 0.19、0、0.05となる。計算を行った各酵素について、ポテン
シャルエネルギー曲線から算出したした Emax、実験による活性値、酵素-基質複合体構造に
おける Y-Cl間距離を表 1にまとめた。R41Eと R41Wの計算結果は反応が起こりにくいこ
とを示しており実験結果と矛盾しない。しかし R41K の計算結果は野生型酵素と同程度反
応する可能性があることを示しており、実験結果と矛盾する。そこで追加で R41K の酵素-
基質複合体構造に対して AMBER12[113]を用いたMDシミュレーションを行い、野生型酵
素の場合と比較した結果を図 27 に示した。野生型酵素では基質 L-2-CPA と塩化物イオン
を受けるアミノ酸残基 Arg41 との距離はほぼ一定の値で安定していたのに対し、R41K 変
異体では塩化物イオンを受ける Lys41 が L-2-CPA から離れる結果となった。この結果は、
R41K 変異体では塩化物イオンを受ける Lys41 が反応に適した位置に存在すれば野生型と
同じくらい反応するが、Lys41が反応に適した位置に存在しにくいことを表しており、先の
実験結果と矛盾しない。  
 
表 1 活性化エネルギーと Y-Cl間距離の比較 
Variant Emax  
(kcal/mol) ※1 
Specific activity 
(U/mg)  
Distance of Y-Cl in 
initial structure (Å) ※2 
Wild-type 9.02 100 3.22 
R41K 7.89 0.19 3.07 
R41W 20.96 0 5.40 
R41E 25.98 0.05 ---   
R41A 26.19 ---   ---   
R41G 26.20 ---   ---   
R41homK 4.87 ---   2.81 
R41norK 19.39 ---   4.69 
R41Na+ 9.91 ---    2.89 f 
※1 Emax はポテンシャルエネルギー曲線の最初の反応座標のポテンシャルエネルギーを 0 kcal/mol とし
た時の、ピークの反応座標のポテンシャルエネルギーの相対的高さを表しており、活性化エネルギーを近
 51 
 
似的に示す値である。 
※2 Yは置換したアミノ酸残基等の塩素原子に最も近い窒素原子（Na+のみナトリウムイオン）表す。Y-Cl
間距離は脱離する塩素原子と、受けるアミノ酸残基の Y原子との間の距離で、塩素原子から置換したアミ
ノ酸残基までの距離を示す。 
 
 
図 27 野生型と R41Kの初期構造に対するMDシミュレーションの比較 
 
そして、野生型と 8 種類の変異体のポテンシャルエネルギー曲線、各構造を比較したと
ころ、ポテンシャルエネルギー曲線のエネルギーの最大値 Emaxと塩素原子と置換したアミ
ノ酸残基までの距離を示す Y-Cl間距離には正の相関があることがわかった（図 28）。図中
の○は反応することを表し、×は想定している反応が起こらなかったことを示している。
塩素原子から 3Åほどの距離に正電荷を持ったアミノ酸残基がある場合は反応が起こり、塩
素原子から 5Åほどの距離にあるか、あるいは正電荷を持っていない場合には反応が起こら
ないことから、一定の距離以内（約 3Å程度）に正電荷を持ったアミノ酸残基があることが
反応する条件になっていると推測する。さらに言えば、Na+に置換した場合でも活性化障壁
は野生型と同程度になったことから、アミノ酸残基である必要はなく正電荷があることが
本質的に重要なのだとわかる。 
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図 28 変異した残基から Cl原子までの距離とエネルギーの最大値の関係 
 
さて、本節ではアルギニン変異体酵素についての検討と活性化エネルギーを低下させる
変異体酵素の提案を行ったが、別の方向性の改変も考えられる。第３章第２節の計算結果
からは、Arg41 がポテンシャルエネルギーを低下させるアミノ酸残基であることと共に、
Asn177 が Arg41 の働きを抑制しているアミノ酸残基であることも明らかにした。そのた
め、Asn177をアラニンなどに置換し、Arg41の働きを抑制しないことで反応中のポテンシ
ャルエネルギーを低下させる可能性も考えられる。また、Arg41 でも Asn177 でもない、
反応機構の解析では重要な役割を果たしていなかった塩素原子付近のアミノ酸残基を、別
のアミノ酸残基に置換して脱離する塩化物イオンを受けるアミノ酸残基を増加させ、活性
化エネルギーを低下させる可能性も考えられる。これらのような、脱離するハロゲンを受
ける Arg41 は置換せずに、活性部位の別のアミノ酸残基の置換を行うことで活性化エネル
ギーを低下させる提案は今後の課題として残った。栗原らの部位特異的変異導入の実験[21]
では多くの変異体酵素で L-2-CPA に対する活性が低下していることから、置換するアミノ
酸残基の選定には注意が必要である。今後 L-2-CPA よりも分子サイズの大きな基質との反
応を考える際には、活性部位のデザインは重要な課題となる。 
そして、反応後半であるエステル加水分解過程においての変異体の検討はまだできてい
ない。エステル加水分解過程は他の脱ハロゲン化酵素と同様に律速段階ではないかと推測
されているので、エステル加水分解過程のポテンシャルエネルギーを低下させる変異体酵
素の提案が急務となる。 
 53 
 
 
以上のことから、L-DEX YLと L-2-CPAと類似の系で活性化エネルギーを低下させる変
異体酵素をデザインするには、（１）ハロゲンを受けるアミノ酸残基が正電荷を持たない場
合には、正電荷を持ったアミノ酸残基に置換する。ただし電荷バランスなどに注意する必
要がある。（２）正電荷を持ったアミノ酸残基である場合には、本節の Y原子に対応する原
子がハロゲンから約 3Å付近に位置するような正電荷を持ったアミノ酸残基に置換する、と
いう戦略が考えられる。ただし（２）の 3Åという距離は、別のハロゲンの場合はそれぞれ
イオン半径が異なるので、同じ距離になるとは限らない点に注意する必要がある。そして
それ以外にも、（３）ハロゲンを受けるアミノ酸残基を抑制しているアミノ酸残基がある場
合には、そのアミノ酸残基をアラニンに置換する（４）ハロゲンを受けるアミノ酸残基が
増えるように周囲のアミノ酸残基を置換する、という戦略の可能性も考えられる。 
 
まとめ 
本節では、代表的な基質である L-2-CPA との反応のハロゲン脱離過程において塩化物イ
オンを受ける Arg41 を別のアミノ酸残基に置換することで、活性化エネルギーがどのよう
に変化するかを確認し、活性化エネルギーを低下させる変異体酵素のデザインを試みた。8
種類のアルギニン変異体酵素をモデリングし、各ポテンシャルエネルギー曲線を野生型酵
素と比較した。その結果、R41homK変異体という活性化エネルギーを低下させ、野生型酵
素よりも活性が高い可能性がある変異体酵素を提案することができた。そしてポテンシャ
ルエネルギー曲線のエネルギーの最大値 Emaxと塩素原子と置換したアミノ酸残基までの距
離を示す Y-Cl 間距離の間に正の相関があることがわかった。その相関から L-DEX YL と
L-2-CPA の系では、ハロゲン脱離過程の反応が進行するために、塩化物イオンを受けるア
ミノ酸残基は正電荷を持ちつつ L-2-CPA から一定の距離（約 3Å 程度）に位置する必要が
あると推測できた。それに加え、得られた知見から機能改変のための基本戦略を立てた。 
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 種々の有機ハロゲン化合物に対する機能の向上 第２節
―基質特異性についての考察 より多くの基質と反応するために― 
 
第３章では L-DEX YL による L-2-CPAの加水分解的脱ハロゲン化反応の反応機構を解明
し、脱離するハロゲンを受けるアミノ酸残基 Arg41 の重要性を確認した。そして本章第１
節では、機能改変酵素のデザインのための基礎的研究として、Arg41 を置換した 8 種類の
変異体酵素の活性化エネルギーの変化を調べた。そして、脱ハロゲン化酵素の系における、
機能改変酵素をデザインする上での基本戦略を立てた。そこで、本節では様々な有機ハロ
ゲン化合物の基質に対して遷移状態構造とエネルギープロフィールを求めることで、基質
が反応しにくい原因を考察し、それぞれの基質群ごとに酵素デザインのどのような戦略を
用いるか検討することを課題とする。 
 
１項では L-2-CPAのハロゲンを F、Br、Iに変えたハロプロピオン酸を対象とした。 
２項では L-2-CPAの炭素鎖の異なるクロロアルカン酸を対象とした。 
３項では L-2-CPAのエナンチオマーである D-2-CPAを対象とした。 
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第１項 CPAの塩素を別のハロゲンに変えた際の反応性の違いについて 
 
背景 
 
L-DEX YL は塩素（Cl）を持った有機ハロゲン化合物を分解し[16,17]、同様にハロアル
カン脱ハロゲン化酵素は２つの塩素を持った有機ハロゲン化合物[114]を、フルオロ酢酸脱
ハロゲン化酵素はフッ素を持った有機ハロゲン化合物を分解する[115]。このように脱ハロ
ゲン化酵素はそれぞれ分解できる有機ハロゲン化合物のハロゲンの種類が限定されている。
本来の基質と異なるハロゲンを持った基質に反応する酵素を作り出すには、この基質特異
性、特にハロゲンに対する特異性を明らかにする必要がある。そこで、本項では各基質の
エネルギープロフィールからハロゲンに対する特異性の知見を得、前節で立てた機能改変
のための戦略を検討することにした。 
 
 
活性部位モデルを用いた検討 
方法 
第３章第２節で作成した野生型の L-DEX YLと L-2-CPAの活性部位モデルの遷移状態構
造から、可視化ソフトウェア GaussView5[105]を用いて本来の基質である L-2-CPA の塩素
原子をそれぞれフッ素（F）、臭素（Br）、ヨウ素（I）の各ハロゲン原子に置換し、新しい
活性部位モデルを作成した。モデル全体を高精度計算を行う QM領域に設定した。 
作成した各構造に対して量子化学計算ソフトウェア Gaussian09[104]を用いて遷移状態
探索を行った。その際にアミノ酸残基のCα原子の代わりに置き換えたH原子を固定して、
それ以外の原子は固定せずに計算を実行した。計算方法は PM3法[54-56]を用いた。 
得られた遷移状態（TS）構造から IRC計算[106, 107]により反応物（RC）と生成物（PC）
の構造を得た。反応物は酵素-基質複合体の構造に対応し、生成物はエステル中間体の構造
に対応する。反応物のポテンシャルエネルギーを 0 kcal/mol として、遷移状態と生成物の
構造の相対的エネルギーを計算し、エネルギープロフィールを作成した。 
さらに、構造的な違いがあるか確認するために、この反応で重要になる距離である基質
の攻撃される C原子と攻撃する Asp10の O原子の距離（C-O間距離）、そして基質の攻撃
される C 原子と脱離するハロゲン原子の距離（C-X 間距離）を各遷移状態構造で計測して
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比較した。なお、Cl の場合の反応物、遷移状態、生成物の各構造とエネルギープロフィー
ルは第３章で得られたデータを使用した。 
 
結果 
活性部位モデルにおける野生型の L-DEX YL と各基質の反応のエネルギープロフィール
を下図に示した。ハロゲンがFの基質の場合、活性化エネルギーは 55.2 kcal/molと大きく、
それ以外の Cl、Br、Iの基質の場合の活性化エネルギーは、それぞれ 12.8、6.9、0.3 kcal/mol
であった。Iの場合はほぼ 0 kcal/molで非常に切れやすいと考えられる。 
 
図 29 基質 L-2-CPAのハロゲンを入れ替えた際のエネルギープロフィール 
 
そして、各遷移状態構造の C-O間距離、C-X間距離を表 2にまとめた。C-O間距離は F
が最も短く、次いで Cl、Br、I の順になった。C-X 間距離は Iを除いては F、Cl、Br の順
になった（Iは Arg41の位置がずれていた）。 
表 2 各遷移状態構造の活性化エネルギーと重要な距離 
  Ea（kcal/mol) C-O(Å) C-X(Å) 
F 55.5 2.13 2.03 
Cl 13.0 2.19 2.28 
Br 6.9 2.47 2.44 
I 0.3 2.90 2.29 
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考察 
エネルギープロフィールを比較すると、ハロゲン原子のイオン半径が大きいほど活性化
エネルギーは低い。イオン半径の大きな原子ほど持っている電子の数は多く、電子を１つ
受け取ってハロゲンがイオン化した際の影響は相対的に小さくなるので、この結果は定性
的には妥当である。そして C-F結合は C-X結合の中でも非常に強固な結合として知られて
おり、本項の結果と一致する。 
遷移状態構造の C-O間距離は F、Cl、Br、Iの順に短い。これは C-O間距離が短いほど
攻撃する O 原子が基質に近づかないと結合が切れないことを表す。結合の強さに対応し、
上記のエネルギーの比較と矛盾しない結果が構造的にも確認できた。 
また、類似の酵素の１つであるフルオロ酢酸デハロゲナーゼの反応機構をシミュレーシ
ョンにより解析した 2009年の蒲池らの論文[30]で、基質と攻撃する Aspから構成される小
さなモデルに対して、ハロゲンが F、Cl、Br の場合の基質の遷移状態構造やエネルギープ
ロフィールが示されたが、各基質の活性化エネルギーや C-O 間距離は同様にイオン半径の
順になっている。 
 
ここで、C-F 結合を持つ有機ハロゲン化合物を分解する機能改変酵素について検討する。
本項の計算結果からハロゲンをFに置換した基質は約 50kcal/molの非常に高い活性化エネ
ルギーを持っており、そのため反応が起こらないと考えられる。反応を起こすためには、
この活性化エネルギーを低下させる必要がある。前節のハロゲン脱離過程の活性化エネル
ギーを低下させる基本戦略を適応する。 
 
機能改変のための基本戦略 
（１）ハロゲンを受けるアミノ酸残基が正電荷を持たない場合には、正電荷を持ったアミノ酸残基に置換する 
（２）正電荷を持ったアミノ酸残基である場合には、本節の Y原子に対応する原子がハロゲンから約 3Å付近に位置す
るような正電荷を持ったアミノ酸残基に置換する 
（３）ハロゲンを受けるアミノ酸残基を抑制しているアミノ酸残基がある場合には、そのアミノ酸残基をアラニンに置
換する 
（４）ハロゲンを受けるアミノ酸残基が増加するように周囲のアミノ酸残基を置換する 
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基本戦略１については、野生型 L-DEX YLは既に正電荷を持った Arg41を有する。基本
戦略２については、X-Y 間距離は 3Å 以内と既に Arg41 は近い距離にある。基本戦略３に
ついてはまだ検証が不十分であること、そして活性部位にスペースができることによる基
質の移動や回転を避けるために採用しなかった。そこで、本節では基本戦略４のハロゲン
を受けるアミノ酸残基が増加する置換を行った。Arg41 付近にある Phe60をチロシンに置
換し、Tyr60のフェノール性のヒドロキシル基でもハロゲンを受けることを目指した。 
 
酵素全体モデルを用いた変異体酵素の検討 
方法 
第３章第２節で作成した野生型のL-DEX YLとL-2-CPAの酵素全体モデルの遷移状態構
造から、可視化ソフトウェア GaussView5を用いて本来の基質である L-2-CPAの塩素原子
をフッ素原子に置換した新しい酵素全体モデルを作成した。領域の設定に関しては、置換
する塩素原子を除いては第３章第２節と同じく12残基と基質と触媒水をQM領域に設定し、
酵素全体を MM 領域に設定した。計算方法は ONIOM 法（PM3:Amber）を用いた。得ら
れた遷移状態（TS）構造から IRC計算により酵素-基質複合体（RC）とエステル中間体（PC）
の構造を得た。反応物のポテンシャルエネルギーを 0 kcal/mol として、遷移状態と生成物
の構造の相対的エネルギーを計算し、エネルギープロフィールを作成した。 
さらに、可視化ソフトウェア GaussView5を用いて、得られた遷移状態構造から Phe60
をチロシンに置換した F60Y変異体酵素を作成した。領域の設定に関しては、置換した
Tyr60を除いては上記の酵素全体モデルと同じ 12残基と基質と触媒水をQM領域に設定し、
酵素全体をMM領域に設定した。計算方法は ONIOM法（PM3:Amber）を用いた。得ら
れた遷移状態（TS）構造から IRC計算により酵素-基質複合体（RC）を得た。反応物のポ
テンシャルエネルギーを0 kcal/molとして、遷移状態の構造の相対的エネルギーを計算し、
エネルギープロフィールを作成した。そして、野生型酵素と変異体酵素の活性化エネルギ
ーを比較した。 
 
結果 
酵素全体モデルにおける野生型及び F60Y変異体の L-DEX YLとハロゲンを Fに置換し
た基質の反応のエネルギープロフィールを図 30に示した。Fに置換した基質の活性化エネ
ルギーは、野生型酵素の場合 47.5 kcal/molで、F60Y変異体の場合は 48.6 kcal/molとなり
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活性化エネルギーは低下しなかった。 
 
図 30 ハロゲンをFに変えた際のエネルギープロフィール（野生型とF60Y変異体の比較） 
 
考察 
エステル中間体構造を図 31に示す。Try60はフッ化物イオンを受けず、Arg41のみが受
けていた。ハロゲンを受けるアミノ酸残基は増えなかったため、活性化エネルギーもほぼ
変化しなかったと考えられる。 
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図 31 酵素全体モデルにおける L-2-CPAと F60Y変異体のエステル中間体構造 
 
この計算結果では、Tyr60のフェノール性のヒドロキシル基が脱離するフッ化物イオンに
届かず活性化エネルギーは低下しなかったが、まだ別のアミノ酸残基（ヒスチジンや、よ
り側鎖の長いアミノ酸残基など）に置換することでハロゲン化物イオンを受け、活性化エ
ネルギーを低下させる可能性はある。この検証は今後の課題として残った。 
 
まとめ 
本節では活性部位モデルにおいて野生型の L-DEX YLと L-2-CPAの Cl原子を別のハロゲ
ンに置換した基質の遷移状態構造やエネルギープロフィールを決定した。その結果、ハロ
ゲン原子のイオン半径が大きいほど活性化エネルギーが低いという傾向がわかった。そし
て Fに置換した基質は高い活性化エネルギーを持っていたため、Arg41の周囲のアミノ酸
残基を置換し、脱離するハロゲンを受けるアミノ酸残基を増加により活性化エネルギーを
低下させることを試みた。酵素全体モデルにおいて F60Y変異体を作成し、野生型と活性化
エネルギーを比較したが、Tyr60は脱離するフッ化物イオンに届かず、活性化エネルギーは
低下しなかった。  
Arg41 
Tyr60 
F 
 61 
 
第２項 類似酵素において何が基質特異性を生み出しているのか 
 
背景 
この節では脱ハロゲン化酵素の基質特異性についてより深く知るために、L-DEX YLでは
なく、本来の基質以外にも別のハロゲンを持った基質と複合体を形成した結晶構造が取ら
れているフルオロ酢酸デハロゲナーゼの基質特異性について考察した。 
現在 PDB に登録されているのはフルオロ酢酸デハロゲナーゼの構造は計 10 個ある。栗
原らの X線結晶構造解析により得られた Fluoroacetate Dehalogenase from Burkholderia 
sp. FA1（Fac-DEX FA1）の構造が２つ（フリーの野生型構造(2006年)、複合体の変異体構
造 (2012 年 )） [116]と、Pai らの X 線結晶構造解析により得られた Fluoroacetate 
Dehalogenase RPA1163 の 構 造 が ８ つ （ WT/apo 、 Asp110Asn/Fluoroacetate 、
Asp110Asn/Chloroacetate 、 Asp110Asn/Bromoacetate 、 His280Asn/Fluoroacetate 、
WT/Glycolate、Asp110Asn/apo、His280Asn/apo(いずれも 2011年)）である[117]。今回は、
各ハロ酢酸との複合体構造がわかっている Pai らの構造を用い、各基質で共通する部分と
差異のある部分を調べ、基質のハロゲンが違うことで活性に大きな差が出る理由を考察し
た。 
なお、各構造の違いについては Pai らの論文でも既に、基質のハロゲン部分の向きが変
わっていることと、それにともなってHis155の位置がずれていることがわかっている（図 
32）。 
 
図 32 ハロゲンの違いによる基質と His155の向きの違い（Paiらの論文の画像を引用） 
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方法 
まず結晶構造が得られている Fluoroacetate Dehalogenase RPA1163 の酵素-基質複合体
の Asp110Asn/Fluoroacetate、Asp110Asn/Chloroacetate、Asp110Asn/Bromoacetate の
構造[117]に対し、可視化ソフトウェア UCSF Chimera[109]を用いて視覚化し、各構造を
観察した。そして基質の C-X 部分や His に関連する原子間距離、角度、二面角を調べた。
その中でとりわけ基質のハロゲン Xと Hisのε位の N原子までの距離（X-N間距離：図 33
内の Distance）と C-X部分に関わる２つの角度（図 33内の Angle1と Angle2）が基質の
認識には重要だと考え、それぞれ比較した。また、先行研究[117]で報告のあった C-X部分
のズレに合わせた His の位置の変化については、五員環の平面上にハロゲンが位置するか
に着目して構造を観察・比較した。 
 
 
結果 
各複合体構造を観察するとどの構造でもハロゲン原子は His の方向を向いているが、先
行研究で述べられたハロゲンの向きと His の位置の違いがあることを確認した。それ以外
のアミノ酸残基にはほとんど違いは見られなかった。各構造を図 33 に示す。図は UCSF 
chimera[110]を用いて作成した。 
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図 33 フルオロ酢酸デハロゲナーゼとハロアクリル酸の酵素-基質複合体構造の比較 
 
これらの構造の中の X-N 間距離と C-X 部分に関連する２つの角度を表 3 にまとめた。
X-N間距離（ハロゲンから Hisのε位のN原子までの距離）は Fが最も近かった。そして
Angle1では本来の基質である Fの場合は 172°とほぼ直線になっていたのに対して、他の
Cl、Brでは 140°程度と曲がっていた。Angle2にはほとんど違いはなかった。 
 
表 3 酵素-基質複合体の各構造で重要と思われる距離と角度 
  Distance（Å） Angle1（°） Angle2（°） 
F 2.98 172.2 163.4 
Cl 3.38 142.8 168.7 
Br 3.46 132.5 163.8 
 
そして各構造の C-X 部分と His の位置関係を図 34 に示した。左側が His の手前からの
視点、右側がHisの五員環の横からの視点になる。下２つは F、Cl、Brの場合の構造を重
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ねあわせたものである。Hisの手前からの視点の図で比較すると、F、Cl、Brの順に図の左
の方に位置している。Hisの五員環の横からの視点の図で比較すると、Fはほぼ五員環の平
面上にあるが、F、Cl、Br になるにつれて平面の下の方に位置していることがわかった。
これらの構造を重ねあわせるとPaiらが報告している位置のズレも確認できた。図はUCSF 
chimera[110]を用いて作成した。 
 
 
図 34 各構造の C-X部分と Hisの位置関係 
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考察 
構造の比較からは、先行研究[117]で報告されていた違いを確認できた。さらに新たな発
見もあった。先行研究の図や表 3の Distanceの値からは Fが最も HisのN原子まで近く
見えるが、各ハロゲンのファンデルワールス半径を考慮するとどのハロゲンでも変わらな
い。また、Angle2はどのハロゲンでもほぼ同じであったが、それは恐らくこのε位の Nに
は水素原子が付加されており（比較に用いた構造は PDBファイルをそのまま読み込んだの
で全ての水素原子は付加されていない）、ハロゲン原子との間で水素結合をしているからだ
と推測する。つまり Distance と Angle2 はハロ酢酸共通になり、ハロ酢酸とそれ以外の基
質を認識していると考える。そして、今回新たに違いを見つけた His の五員環の平面とハ
ロゲンの位置関係は Angle1に大きな差となって表れており、この違いによって基質のハロ
ゲンを認識していると考えられる。本来の基質である F の場合のように五員環の平面上に
ハロゲンが位置すると反応が進行すると推測する。 
 
まとめ 
PDBに登録されている Paiらが X線結晶構造解析で得たフルオロ酢酸デハロゲナーゼの
構造を観察することで、基質特異性についての知見を得ることができた。基質のハロゲン
からHisのε位のNまでの距離と Hisのε位のNからの方向は共通しており、ハロ酢酸を
認識し、そして His の五員環の平面上にハロゲンが位置するかでハロゲンの種類の認識を
していることが示唆された。 
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第３項 CPAの炭素鎖の長さを変えた際の反応性の違いについて 
 
背景 
L-DEX YLは基質特異性がある程度寛容な酵素である。そのため最もよく反応する基質で
ある L-2-CPA以外にも、活性は低下するが、炭素鎖の長さが違う L体のハロ酸に対しても
活性を持つ[16,17]。そしてそのほとんどは L-2-CPA よりもサイズの大きなハロ酸である。
本来の基質よりも大きなサイズの基質に対する機能改変酵素の知見は広範な酵素に対して
応用できる可能性がある。そこで、本項では各基質のエネルギープロフィールから炭素鎖
の長さに対する特異性の知見を得、機能改変のための戦略を検討することにした。 
 
方法 
第３章第２節で作成した野生型の L-DEX YLと L-2-CPAの活性部位モデルの遷移状態構
造から、可視化ソフトウェア GaussView5[105]を用いて本来の基質である L-2-CPA のメチ
ル基をそれぞれ水素、エチル基、プロピル基に置換し、新しい活性部位モデルを作成した。
モデル全体を高精度計算を行う QM領域に設定した。 
作成した各構造に対して量子化学計算ソフトウェア Gaussian09[104]を用いて遷移状態
探索を行った。その際にアミノ酸残基の Cα原子の代わりに置き換えた H 原子を固定し、
それ以外の原子は固定せずに計算を実行した。計算方法は PM3法[54-56]を用いた。 
得られた遷移状態（TS）構造から IRC計算[106,107]により反応物（RC）と生成物（PC）
の構造を得た。反応物は酵素-基質複合体の構造に対応し、生成物はエステル中間体の構造
に対応する。反応物のポテンシャルエネルギーを 0 kcal/mol として、遷移状態と生成物の
構造の相対的エネルギーを計算し、エネルギープロフィールを作成した。 
 
結果 
活性部位モデルにおける野生型の L-DEX YL と各基質の反応のエネルギープロフィール
を図 35に示した。炭素鎖が水素、メチル基、エチル基、プロピル基の場合の活性化エネル
ギーはそれぞれ 10.6、12.8、13.9、14.7 kcal/molとなった。炭素鎖が長いほどそれぞれ 1,2 
kcal/mol程度ずつ活性化エネルギーが上昇することがわかった。 
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図 35 活性部位モデルで基質 L-2-CPAの炭素鎖を変えた際のエネルギープロフィール 
 
考察 
まず炭素鎖の長い基質について議論する。本項の計算では基質の炭素鎖が長いほど 1,2 
kcal/mol 程度ずつで活性化エネルギーが上昇しているので、炭素鎖の長い基質の活性は低
下すると推測される。先行研究の実験で示される活性値は L-2-CPA が最も高く、炭素鎖の
長い基質は活性が低下するが、L-2-CPAのおよそ 3割以下となる[16]。長さに反比例して低
下するわけではないことから、活性化エネルギーの高さだけでは説明がつかない。これは
本項のシミュレーションが活性部位に基質が収まった状態からエネルギープロフィールを
求めているため、長い炭素鎖を持った基質が活性部位に収まらない、あるいは収まっても
攻撃を受ける不斉炭素が反応の進行しにくい位置に来ることを考慮できていないためだと
考える。また、別の可能性として、反応後半のエステル加水分解過程において、長くなっ
た炭素鎖が立体障害を起こしている可能性もあるが、炭素鎖が伸びる方向が攻撃を行う触
媒水と反対側なので、影響は少ないと考える。 
次に炭素鎖の短い基質について議論する。本項の計算では活性化エネルギーは 2 kcal/mol
程度低下したのに対し、実験では活性は L-2-CPA のおよそ 6 割程度に低下した。この矛盾
する結果が得られた理由は、基質が酵素の活性部位に結合する段階で、メチル基がないこ
とにより活性部位内に余分なスペースができ、基質の位置や向きが固定されにくくなり、
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活性が低下するのではないかと推測する。 
いずれの場合も、基質と結合するポケットの構造（あるいはそこに通じるトンネルの構
造）を変化させる変異を導入する必要があると考える。そのため、ハロゲン脱離過程の活
性化エネルギーを低下させる基本戦略ではなく新たな戦略が必要である。異なる炭素鎖の
基質に対する戦略としては、（１）炭素鎖が長い場合には、基質が充分に入るようポケット
及びポケットまでのトンネルを拡張するように周囲のアミノ酸残基を側鎖の小さなアミノ
酸残基に置換する（２）炭素鎖が短い場合には、ポケット内にスペースを埋めるように側
鎖の大きなアミノ酸残基に置換する、という戦略が考えられる。しかし、実際に変異体酵
素を作成して検証するまでには至らなかったため、その検証は今後の課題として残った。 
また、本項ではポケット内に入る長さの炭素鎖を持った基質を用いてエネルギープロフ
ィールを描いた。ポケットに収まらない長さの炭素鎖を持った基質の場合に、炭素鎖の長
さと活性化エネルギーの関係はまた明らかになっていないため、今後調べる必要がある。 
 
まとめ 
本節では野生型 L-DEX YL と L-2-CPAのメチル基の炭素鎖の長さを変えた基質のエネル
ギープロフィールを描いた。炭素鎖が長くなるほど、活性化エネルギーはわずかに上昇し
たが、実験では大きく活性が低下しているため、基質が結合するポケットに収まるまでの
段階に問題があると考えた。そこで、活性化エネルギーを低下させる改変を行うよりも、
基質が結合するポケットの大きさを変える改変を行う戦略が有効であると考えた。 
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 エナンチオ選択性に対する機能の向上 第３節
―光学特異性についての解析と D-2-CPAに反応する変異体酵素の開発― 
 
背景 
一般に炭素原子から伸びる４本の結合にそれぞれ別の原子団がついた時、その炭素原子
は不斉炭素と呼ばれ、その化合物はエナンチオマーと呼ばれる立体異性体を持つことにな
る。構成する原子団が同じとある化合物とそのエナンチオマーは鏡に写ったような関係に
なり、どのように移動・回転させても全く同じに重なることはない。両者は物理化学的な
性質は全く同じだが、生体内ではどちらか一方は機能するがもう片方は機能しない、ある
いは別の機能が働くことが多々ある。このような光学活性化合物は化学的に合成した場合
には両者が等量ずつ存在するラセミ体として生成されてしまうが、生物的にエナンチオ選
択的不斉合成を行えば、効率よく必要とする側のエナンチオマーを生成することができる。
しかし天然に存在する酵素はどちらのエナンチオマーを基質とするかは予め定まっている
（両方と反応するものもある[112]）。目的の基質と逆のエナンチオマーを基質とする酵素で
あった場合、もう一方のエナンチオマーとの反応は困難である。本来の基質と逆のエナン
チオマーと反応する酵素をデザインできれば、非常に有用である。 
そこで、本節では L体のハロ酸とのみ反応し D体のヒドロキシ酸を生成する L-DEX YL
を対象として、D 体のハロ酸と反応する機能改変酵素をデザインすることを課題とした。
そのために野生型 L-DEX YL と D-2-CPA の酵素-基質複合体構造を作成し、ONIOM 法と
FMO法を用いてエナンチオ選択性に関与するアミノ酸残基の特定、変異導入実験による変
異体酵素の活性の検証、D-2-CPAに反応するメカニズムの解明を試みた。 
 
なお、本節の研究は長浜バイオ大学の中村研究室との共同研究である。著者が
Gaussian09 を用いて野生型酵素と D0 構造、F60Y 変異体と D2 構造に対する量子力学的
計算、そして ABINIT-MPを用いた全 FMO計算を担当した。田中研究室の藤木学士が古典
計算による静電相互作用の解析を担当した。中村研究室の中村卓講師と出来修士が
Gaussian09 を用いて野生型酵素と D1 構造、D2 構造、D3 構造、D4 構造、F60Y 変異体
と D1構造、D2構造に対する量子力学的計算、及び活性測定の実験を担当した。 
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第１項 野生型 L-DEX YLと D-2-CPAに対する ONIOM法と FMO法による分析 
 
野生型 L-DEX YLは D-2-CPAと反応しないことが実験的にわかっているが、反応を阻害
する可能性として酵素-基質複合体構造の形成段階もしくは脱ハロゲン化反応段階のいずれ
かで阻害が起こっていると考えられる。そこで本項では D-2-CPAと反応しない理由に焦点
をあてることで、L-DEX YLのエナンチオ選択性についての知見を得ることを課題とした。
各複合体構造のエネルギープロフィールの決定、各アミノ酸残基の反応への影響の推定、
IFIEの分析から、D-2-CPA を認識しているアミノ酸残基を特定することを目指した。 
 
方法 
シミュレーションの準備 
野生型 L-DEX YLと L-2-CPAについては中間体アナログの X線結晶構造が取られている
[19,20]ので初期構造の推定はしやすいが、D-2-CPA と反応しないため結晶構造が取られて
いない。そこで第３章第２節で作成した野生型の L-DEX YLと L-2-CPAの酵素全体モデル
の酵素-基質複合体構造から、L-2-CPA の不斉炭素に結合している 2 つの官能基を入れ替え
ることで、D-2-CPA を含む新しい酵素全体モデルを作成した。野生型の L-DEX YL と
L-2-CPA の酵素全体モデルの酵素 -基質複合体構造において、可視化ソフトウェア
GaussView5[105]を用いて、L-2-CPA の不斉炭素に結合している水素原子、メチル基、カ
ルボキシル基、塩素原子のうち、水素原子とメチル基を入れ替えたものを D0構造として著
者が作成した。そして共同研究先である長浜バイオ大学の中村卓研究室にて以下の
D-2-CPAを作成した。メチル基とカルボキシル基を入れ替えた D1構造、水素原子とメチル
基を入れ替えた D2構造、水素原子とカルボキシル基を入れ替えた D3構造、水素原子と塩
素原子を入れ替えた D4構造とした。 
作成した各構造に対して構造最適化を行った。領域の設定は、第３章第２節と同じく基
質 D-2-CPA、12残基（Asp10、Leu11、Tyr12、Arg41、Leu45、Phe60、Ser118、Asn119、
Lys151、Asn177、Trp179、Asp180）の側鎖、そしてエステル加水分解過程で攻撃を行う
触媒水（155原子）を高精度計算を行う QM領域に設定し、酵素全体（約 3500原子）を低
精度計算を行う MM 領域に設定した。計算方法は ONIOM 法[85,86]（PM3:Amber）
[54-56,111]を用いた。 
そして得られた野生型 L-DEX YLと L-2-CPA、及び D-2-CPAの酵素-基質複合体の構造を
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比較し、D1型構造と D2型構造の代表構造を選択した。 
 
エネルギープロフィールの決定とアミノ酸残基の役割 
得られた野生型 L-DEX YL と D1 型構造(WT/D1)と野生型 L-DEX YL と D2 型構造
（WT/D2）に対して C-O間距離を反応座標に設定し、0.1Åずつ近づけてそれぞれの距離に
対して QM 領域の構造最適化行い、ポテンシャルエネルギー曲線を描いた。そして、得ら
れたポテンシャルエネルギー曲線曲線の最もエネルギーが上昇したピーク位置にある遷移
状態構造近傍の構造を元にして遷移状態探索を行い、ハロゲン脱離過程の遷移状態構造を
得た。得られた遷移状態から構造最適化を行って反応物と生成物の構造を得た。反応物は
酵素-基質複合体構造で、生成物はエステル中間体構造である。反応物のポテンシャルエネ
ルギーを 0 kcal/mol として、遷移状態と生成物の構造の相対的エネルギーを計算し、エネ
ルギープロフィールを作成した。 
次に、各アミノ酸残基の反応への影響を調べるために、ポテンシャルエネルギー曲線の
各点の構造から、反応に最低限必要な基質 L-2-CPA、Asp10 の側鎖、触媒水を切り出した
小さなモデルを作成し、コントロールと称した。このコントロールに対して一点計算を行
った。さらにコントロールの構造にもう１残基分、QM領域のアミノ酸残基の側鎖を切り出
し追加した小さなモデルを作成し、同じく一点計算を行った。コントロールに追加したア
ミノ酸残基はそれぞれ Leu11、Tyr12、Arg41、Leu45、Phe60、Ser118、Asn119、Lys151、
Asn177、Trp179、Asp180の 11種類である。コントロールのエネルギーと 11種類のアミ
ノ酸残基を追加した小さなモデルのエネルギーを比較することで、各アミノ酸残基の反応
への影響を計測した。 
 
IFIEの解析 
第３章で得られた野生型 L-DEX YLと L-2-CPAの酵素-基質複合体の構造と、本節の構造
最適化で得られた野生型 L-DEX YLと D-2-CPAの酵素-基質複合体の構造に対して、量子化
学 計 算 ソ フ ト ウ ェ ア ABINIT-MP[89] を 用 い て FMO 計 算 （ MP2/6-31G* ）
[66-71,87,88,108,109]を行った。FMO計算の際に１フラグメントに１アミノ酸残基を割り
当て、基質 CPAと触媒水もそれぞれ１フラグメントとして扱った。 
この FMO計算によりフラグメント間相互作用エネルギー（IFIE）が得られる。IFIEの
値から、どのフラグメントとどのフラグメントの間に強い引力（IFIE が負の値）や斥力
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（IFIE が正の値）が働いているかを分析する。基質と各フラグメントの IFIE の値の総和
（これを基質に対する総 IFIE と呼ぶ）は酵素と基質の結合度合いを表す指標になるので、
L-2-CPA、各 D-2-CPAの総 IFIEを比較して、酵素と各基質との結合度合いを調べた。 
 
結果 
得られた酵素全体モデルにおける野生型 L-DEX YLと L-2-CPA、D-2-CPAの酵素-基質複
合体の構造を比較した（図 36）。得られた構造は D1型と D2型の２つのグループに分類さ
れた。D1 型は D1 構造のみからなる。D2 型は D0 構造、D2 構造、D4 構造からなる。D3
構造は不斉炭素に結合している水素原子が Asp10 に近づき過ぎたため構造最適化計算が収
束せず、安定構造は得られなかった。 
 
図 36  L-2-CPAと D-2-CPA(D0、D1、D2)の酵素-基質複合体の構造の比較 
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さらに理解を深めるために、L 体の構造と各 D 体の構造を１つずつ比較した（図 37）。
図は CPAを中心に活性部位のアミノ酸残基を表示した。その際に Cl原子を手前に、Asp10
を奥にした。図を見ると、D1型はカルボキシル基とメチル基が入れ替わっており、CPAは
少し手前に来ている。D2型はそれぞれ水素原子とメチル基が入れ替わっており、L体の構
造に近い。D2型のうち D0構造は、Clの位置はほぼ同じだが、カルボキシル基がやや傾い
ている。D0 構造と D2 構造は同じ官能基を入れ替えており、さらに D3 構造は D2 構造と
ほぼ同じ構造だったので D2 型は D0 構造で代表した。図は UCSF chimera[110]を用いて
作成した。 
この節では、D1型（WT/D1）には D1構造を、D2型（WT/D2）には D0構造を用いた。 
 
 
図 37 L体と各 D体の構造の比較（活性部位付近） 
 
IFIEの分析 
野生型 L-DEX YLと L-2-CPA、D-2-CPAの酵素-基質複合体の構造に対する FMO計算を
行い、各構造での CPAに対する総 IFIEを算出した。L体は−155.5 kcal/mol、D1型は−113.2 
kcal/mol、D2型は−97.4 kcal/mol となり、それぞれ負に大きな値となった。このことから
D-2-CPAは野生型 L-DEX YLと結合すると考えられる。 
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表 4 野生型 L-DEX YLと L-2-CPA、D-2-CPAの CPAに対する総 IFIEの比較 
L-2-CPA −155.5 kcal/mol   
D-2-CPA(D1型) −113.2 kcal/mol 
D-2-CPA(D2型) −97.4 kcal/mol 
 
 
エネルギープロフィールの決定とアミノ酸残基の役割 
野生型 L-DEX YLと L-2-CPA、D-2-CPAのエネルギープロフィールの比較を図 38に示
した。活性化エネルギーはL体が9.0 kcal/mol、D1型が29.6 kcal/mol、D2型が21.7 kcal/mol
となり、D-2-CPA は L-2-CPA よりも 10 kcal/mol以上高い。そしてエステル中間体のエネ
ルギーも D-2-CPAの方が高い。実験によると L-DEX YLは D-2-CPAと反応しないことがわ
かっているので、この活性化エネルギーが高いという計算結果は実験結果と矛盾しない。 
 
図 38 野生型 L-DEX YLと L-2-CPA、D-2-CPAのエネルギープロフィール 
 
さらに、野生型 L-DEX YL と L-2-CPA、D-2-CPAの各複合体構造のポテンシャルエネル
ギー曲線で最もエネルギーが上昇したピークの点から、各アミノ酸残基の反応への影響を
算出した結果を図 39にまとめた。Arg41と Lys151と Asp180はそれぞれ、大きな値を持
っている。Arg41、Lys151、Asp180、Tyr12、Leu45、Phe60は L体と D体で変化が見ら
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れる。 
 
 
図 39 各アミノ酸残基の反応への影響 
 
 
考察 
野生型 L-DEX YLと D-2-CPAの反応は起こらないことが実験的に知られている[21]が、
その理由として、酵素-基質複合体形成と脱ハロゲン化反応のいずれかの段階で阻害が起こ
っていると考えた。各複合体構造における総 IFIEの比較からは、D-2-CPAも結合すること
が示唆された。一方、エネルギープロフィールの比較からは D-2-CPAは L-2-CPAよりも活
性化エネルギーが高く反応が起こらないと予想される。つまり、L-DEX YLと D-2-CPAの
反応は酵素-基質複合体形成の段階ではなく、脱ハロゲン化反応の段階で阻害が起こってい
ると考えられる。 
また、各アミノ酸残基の反応への影響の比較で、Arg41、Lys151、Asp180の 3つのアミ
ノ酸残基は大きな値を示しているが、これらは反応の進行に重要な残基である。Arg41 は
ハロゲン脱離過程で脱離するハロゲンを受ける役割を、Lys151は酵素-基質複合体構造で基
質を固定する役割、Asp180 は酵素-基質複合体構造で触媒水を固定し、エステル加水分解
過程で触媒水を攻撃する役割を担っている。次に、Tyr12、Leu45、Phe60の 3残基はこれ
までの研究でまだ役割がわかっておらず、本節の計算結果で L体の場合と D体の場合で反
応への影響に違いが見られたため、L体、D体の認識に関わっている可能性があると推定し
た。 
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まとめ 
野生型L-DEX YLはD-2-CPAと反応しない理由として酵素-基質複合体構造の形成段階と
脱ハロゲン化反応過程の２つの可能性を考え、どちらの要因なのか明らかにするために、
各複合体構造のエネルギープロフィールの決定、各アミノ酸残基の反応への影響の分析、
IFIEの分析を行った。その結果、野生型 L-DEX YLは D-2-CPAと結合するが、ハロゲン
脱離過程の活性化エネルギーが高いことから反応が起こらないと示唆された。そして、各
アミノ酸残基の反応への影響の分析から、これまで役割のわかっていなかった 3つのアミ
ノ酸残基 Tyr12、Leu45、Phe60が L体、D体の認識に関わっている可能性があると推定
した。 
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第２項 野生型及び変異体酵素の比活性の比較（実験） 
 
前節では、L-2-CPA、D-2-CPA の各アミノ酸残基の反応への影響の比較から、先行研究
では役割が明らかになっていない 3 つのアミノ酸残基 Tyr12、Leu45、Phe60 が L 体・D
体の認識に関わっている可能性があると推定した。そこで本項では、部位特異的変異導入
実験によりこれらの変異体酵素を作成し、L-2-CPA と D-2-CPA を基質とした時の活性を測
定することでシミュレーションによる予測を検証しようと試みた。 
なお、この実験は共同研究先の長浜バイオ大学中村研究室で行った。 
 
方法 
役割のわかっていなかった 3 つのアミノ酸残基 Tyr12、Leu45、Phe60 に対して、部位
特異的変異導入実験を行って変異体酵素を作成した。作成した酵素は Y12A、L45A、F60A、
F60Yの 4種類を作成した。F60Yは脱離するハロゲンを受けるアミノ酸残基を増加させる
ことで、活性化エネルギーを低下させ、反応が進行することを期待して選定した。 
比活性の測定には、BTB 溶液を用いた比色法を用いた。比活性の値は 1 分間あたりに、
酵素 1mgあたり何μgの基質が反応したかを表している。 
 
結果 
得られた比活性のデータを図 40に示す。L-2-CPAを基質にした場合には、野生型と比べ
ていずれの変異体でも活性は 20％程度以下と大きく低下した。D-2-CPAを基質にした場合
には、野生型では活性がないが、いずれの変異体でもわずかでも活性が見られた。特に F45A
と F60Yの変異体では 9.2%と 22.8%という比較的大きな活性が確認できた。 
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図 40 野生型酵素及び変異体酵素の L-2-CPAと D-2-CPAの比活性 
 
考察 
比活性の結果から予測された 3つのアミノ酸残基のうち、Leu45と Phe60の 2つの残基
が L体・D体を認識している残基だと考えられる。 
ここで、最も D-2-CPAに活性を示した F60Yに着目する。野生型 L-DEX YLと F60Yの
違いは全体的な構造がほぼ同じであれば、差異は側鎖のベンゼン環の先のヒドロキシル基
の有無だけである。ヒドロキシル基の有無がどのようにエナンチオ選択性に影響している
かをさらに調べる必要がある。可能性の一つとしては、脱離するハロゲンを受けるアミノ
酸残基が増加することで、D-2-CPAの塩素原子を引き抜きやすくなったと考えられる。 
また、全アラニン変異体で D-2-CPA に対する活性が生じたことから、アラニン置換をす
ることで活性部位内にスペースが生まれ、基質 D-2-CPA が反応しやすい位置に動けるよう
になったのではないかと推測する。 
 
まとめ 
この節では、これまで役割が明らかになっていなかったアミノ酸残基を対象に部位特異
的変異導入実験を行ったところ、L45A、F60Yという D-2-CPAにも反応する変異体酵素が
得られた。そして Leu45と Phe60の２つのアミノ酸残基が基質の L体・D体を認識してい
ることがわかった。  
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第３項 変異体酵素 F60YLと D-2-CPAに対する ONIOM法と FMO法による分析 
 
前項で部位特異的変異導入の実験により、F60Y 変異体酵素が D-2-CPA に対する活性を
持つことが確認できた。野生型 L-DEX YLと F60Yの違いを考えてみると、全体的な構造
がほぼ同じであれば、差異は側鎖のベンゼン環の先のヒドロキシル基有無だけである。そ
こで、本項では、F60Y 変異体酵素が D-2-CPA と反応を起こすことができる理由を明らか
にする。 
 
方法 
F60Y変異体酵素の酵素-基質複合体構造の作成とエネルギープロフィール 
前節で得られた野生型 L-DEX YLと D-2-CPA（D1型には D1構造を、D2型には L体と
活性部位の環境がより近かった D2 構造を用いた）との酵素-基質複合体構造に対して、可
視化ソフトウェアGaussView5を用いて Phe60をチロシンに置換した変異体酵素をモデリ
ングした（それぞれ F60Y/D1、F60Y/D2と称する）。 
計算には酵素全体モデルのみを利用し、領域の設定に関しては、置換する Arg41 を除い
ては第３章第２節と同じ 12残基と L-2-CPAと触媒水をQM領域に設定し、酵素全体をMM
領域に設定した。計算方法は ONIOM法（PM3:Amber）を用いた。 
まず、第４章第１節と同様に、置換した 60番目のアミノ酸残基の側鎖のみを構造最適化
し、次に QM 領域の構造最適化を行った。得られた構造に対して、C-O 間距離を反応座標
に設定し、反応座標を 0.1Å ずつ近づけ、それぞれの距離に対して構造最適化を行い、ポテ
ンシャルエネルギー曲線を描いた。 
そして、得られたポテンシャルエネルギー曲線のエネルギーが最大になるピークの点の
構造から遷移状態探索を行い、ハロゲン脱離過程の遷移状態構造を決定した。決定した遷
移状態構造から IRC計算を行って、反応物と生成物を作成した。 
 
変異体酵素に対する FMO計算による IFIEの算出 
得られた F60Y変異体酵素と D1型と D2型の酵素-基質複合体の各構造に対して、量子化
学計算ソフトウェア ABINIT-MP を用いて、FMO計算（HF/6-31G＊とMP2/6-31G*）を
行った。FMO 計算の際に１フラグメントに１アミノ酸残基を割り当て、基質 CPA と触媒
水もそれぞれ１フラグメントとして扱った。各フラグメント同士の IFIEを出し、基質 CPA
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に対する総 IFIEを算出した。 
 
Try60の影響の分析 
さらに F60Y変異体において Try60の認識機構を詳細に調べるために、D1型と D2型の
F60Y 変異体の酵素-基質複合体構造のまま Tyr60 のフェノール性のヒドロキシル基を水素
原子に置き換えて Phe60に置換した変異体（便宜的に F60F変異体と呼ぶ）の酵素-基質複
合体構造を作成した。この F60F 変異体は野生型構造と比較して Phe60 のベンゼン環の向
きが異なるだけの構造である。変異に対する構造最適化は行わずに、そのまま FMO計算を
行って IFIEを出し、総 IFIE も算出した。野生型酵素と F60Fを比較することで Phe60の
ベンゼン環の向きの違いによる影響を算出し、F60Fと F60Yを比較することでフェノール
性のヒドロキシル基の影響を算出する。 
 
F60Y/D2と F60Y/Lの構造の比較 
前節の実験から F60Y 変異体酵素は L-2-CPA にも D-2-CPA にも約 20％程度の活性を示
した。そこで、L-2-CPA に対しての活性が低下する理由について調べるために、酵素-基質
複合体の構造を比較した。 
第３章で得られた野生型 L-DEX YLと L-2-CPAの酵素-基質複合体の構造に対して、可視
化ソフトウェア GaussView5 を用いて Phe60 をチロシンに置換し、F60Y 変異体酵素をモ
デリングした（F60Y/Lと称する）。D-2-CPAの際と同様に、置換した 60番目のアミノ酸残
基及び QM 領域を構造最適化し、酵素-基質複合体の構造を作成した。そして、F60Y/L と
F60Y/D2の構造を比較した。 
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結果 
WT/L、WT/D1、WT/D2、F60Y/D1、F60Y/D2 の各総 IFIE、活性化エネルギー、活性値
から推定される活性化エネルギー、活性値を表 5にまとめた。 
 
表 5 野生型酵素及び F60Y変異体酵素の総 IFIEと活性化エネルギーと活性値 
 
Total IFIE 
(kcal/mol) 
Activation energy 
(kcal/mol) 
Expected 
activation energy 
(kcal/mol) 
Specific activity 
(U/mg)  
WT/L -155.5 9.0 --- 97.9 
WT/D1 -113.2 29.6 
--- 0.0 
WT/D2 -97.4 21.7 
F60Y/D1 -113.1 24.9 
9.9 22.4 
F60Y/D2 -150.1 17.4 
 
この結果から、野生型酵素の場合には、D-2-CPA と結合はするものの活性化エネルギー
が高いために、反応することができないのに対し、F60Y 変異体は D-2-CPA と結合し、さ
らにF60Y/D2は野生型に比べて活性化エネルギーも低下することから、反応すると考える。 
 
野生型構造、F60F変異体、F60Y変異体における基質と 60番目のアミノ酸残基の IFIE
の値を比較した結果を表 6 と表 7 に示した。D1 型の場合にはベンゼン環部分の寄与より
もヒドロキシル基分の寄与が大きく出ている。D2型の場合にはベンゼン環部分の寄与はほ
とんどなく、ヒドロキシル基分の寄与のみとなっている。これは静電相互作用に由来する
効果だと考えられる。図 41(a)の構造を見ると、水素結合であるとわかる。 
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表 6 D1型における CPA と 60番目のアミノ酸残基の IFIEの値 
 WT/D1 F60F/D1 F60Y/D1 ベンゼン環分 OH 基分 
MP2 −2.67 −6.08 −14.79 −3.42 −8.71 
HF −0.76 −4.79 −11.98 −4.03 −7.18 
 
表 7 D2型における CPA と 60番目のアミノ酸残基の IFIEの値 
 WT/D2 F60F/D2 F60Y/D2 ベンゼン環分 OH 基分 
MP2 −2.50 −2.23 −9.72 0.27 −7.49 
HF −0.60 −1.56 −7.74 −0.96 −6.18 
 
 
図 41 F60Y/D2と F60Y/L の構造 
 
考察 
D1型の総 IFIEの値は野生型酵素も変異体酵素も約−110 kcal/molになっており、結合の
度合いは大きくは変わっていない。それに対して、D2 型の総 IFIE は変異によって大きく
なっていることがわかる。F60Y/D2は約−150 kcal/molと、野生型酵素と L-2-CPAの場合
（WT/L）と同程度の値になった。これは活性部位の静電場環境が似ているためと推測する。
F60Y/D2 の各アミノ酸残基の IFIE の値を調べた所、L-2-CPA の場合と比較して D-2-CPA
に対してほとんど不利になるアミノ酸残基がなく、この結果を支持する。 
ここで、アレニウスの式に実験結果の活性値と WT/L の活性化エネルギーを代入して、
推定される活性化エネルギーを算出し、その活性化エネルギーの推定値と、今回の計算で
得られた活性化エネルギーを比較・考察した。本来であれば比活性の値には基質との結合
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の情報、ハロゲン脱離過程での情報、エステル加水分解過程での情報が含まれているので、
ハロゲン脱離過程での活性化エネルギーと単純に比較することはできない。 
しかし F60Y/D2に限って言えば、Total IFIEがWT/Lと同程度だったため基質との結合
に関して無視でき、さらにエステル中間体の構造を調べると WT/L と似ており反応が期待
できるためエステル加水分解過程も無視できると考える。つまり実験の活性値と残ったハ
ロゲン脱離過程の活性化エネルギーを比較することができる。我々の先の論文から WT/L
の活性化エネルギーの値は 9.0 kcal/molで、今回の実験の活性値がWT/Lが 97.9 U/mgで
F60Y/D2が 22.4 U/mgだったので、推定される活性化エネルギーは 9.9 kcal/molとなる。
それに対して得られた活性化エネルギーは 17.4 kcal/molだった。これはやや高いがある程
度妥当な結果だと考える。 
さらに F60Y/D2と F60Y/L の酵素-基質複合体構造を比較すると、図 41に示すように基
質の塩素原子の向きが違うことがわかる。F60Y/L の塩素原子を受けるアミノ酸残基は
Tyr60の１つだけであるのに対し、F60Y/D2の塩素原子を受けるアミノ酸残基は Arg41と
Tyr60の２つである。ハロゲンを受けるアミノ酸残基が増加することでハロゲンを引き抜き
やすくなっていると考えられる。このハロゲンを受けるアミノ酸残基の数と種類の違いか
ら、F60Y の置換は D-2-CPA に対しては活性が上昇し、L-2-CPA 対しては活性が低下する
と考えられる。 
 
まとめ 
この項では、F60Y/D1と F60Y/D2の構造から、活性化エネルギーと総 IFIEと活性値を
比較し、F60Y 変異体酵素が D-2-CPA に対して活性を示す理由を検討した。その結果、
F60Y/D2の場合には、活性化エネルギーが低下していることがわかった。それは Phe60を
Tyr60 に置換することで、脱離する塩化物イオンを受けるアミノ酸残基が Arg41 のみから
Arg41 と Tyr60 の２つになり、塩素原子を引き抜きやすくなり、活性に影響したと考えら
れる。 
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第５章 結論 
 
本論文では、有機ハロゲン化合物が引き起こす可能性のある環境問題や健康問題に対し
て、脱ハロゲン化酵素を用いることによって、効率的な分解につなげようと考えた。しか
し、酵素には基質特異性があり、本来の基質以外の化合物とは反応しにくい。そこで、コ
ンピューターシミュレーションを用いて、酵素反応を分子レベルで解析し、反応速度を向
上させる機能改変酵素や、別の基質に反応できる機能改変酵素をデザインすることを課題
とした。本研究では既に多くの実験的事実がわかっているが、コンピューターシミュレー
ションによる研究がまだ行われていなかったハロ酸脱ハロゲン化酵素 L-DEX YLをモデル
酵素として考え、機能改変のための知見を得ることにした。 
第 1章では本研究の背景と目的を述べた。 
第２章ではこれまでの知見を紹介し、本研究の位置づけを明確にし、理論的背景を紹介
することで、本研究の理解の助けとした。 
第３章では、変異体をデザインするための知見を得るために、野生型 L-DEX YLと
L-2-CPAの反応機構の解析を行った。第１節では、まず解析するための構造を得るために、
酵素-基質複合体に対してMDシミュレーションと FMO計算を行った。その結果、反応に
適した構造をえることができた。そして緩和中の構造から Lys151と Asp180の役割を明ら
かにした。第 2節では、ONIOM法を用いてハロゲン脱離過程の反応機構を解析した。そ
の結果、遷移状態構造やエネルギープロフィールを明らかにし、Arg41が脱離するハロゲ
ンを受けることが確認できた。第 3節では、エステル加水分解過程の反応機構を解析した。
その結果、遷移状態構造は明らかにできなかったが、重要なアミノ酸残基を推定すること
ができた。 
第 4章では、反応機構の解析から得られた知見を利用して、変異体酵素のデザインを試
みた。第 1節では、変異体デザインのための基礎研究として、L-2-CPAのハロゲン脱離過
程の活性化エネルギーを低下させる変異体酵素について検討し、R41homK変異体酵素を提
案した。そして改変のための基本戦略を立てた。第 2節では、種々の有機ハロゲン化合物
を分解するための機能改変を目指し、基質群毎に改変の戦略を検討した。第 3節では、エ
ナンチオ選択性について詳細に検討した。野生型 L-DEX YLと D-2-CPAの反応機構を解析
し、L-2-CPAの場合と比較することで、L体・D体の認識を担っているアミノ酸残基を予測
した。そして、部位特異的変異導入実験により、D-2-CPAに対して活性を示す F60Y変異
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体酵素を得た。さらに F60Y変異体と D-2-CPAの反応を解析し、脱離するハロゲンを受け
るアミノ酸残基の増加で D-2-CPAに対する活性につながった結論づけた。 
本研究は、ハロ酸脱ハロゲン化酵素 L-DEX YLをモデル酵素として、反応機構を解析す
ることで、いくつかの酵素改変のための戦略を得ることができた。そして、その戦略に基
づきデザインした酵素の中から、エナンチオ選択性を改変する機能改変酵素 F60Yを実際に
得ることができた。まだ一部ではあるが、機能改変酵素をデザインする戦略というのが、
有効であることがわかった。今後、さらに戦略を深めることによって、環境科学に対する
貢献に繋げたい。 
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Appendix 
 
A1. 量子力学法 
 
分子の Schrödinger方程式を解く代表的な方法には分子軌道法と密度汎関数法がある。 
 
分子軌道法は分子の軌道を原子軌道の線形一次結合によって分子軌道を近似（LCAO法）
して、分子中の電子が原子核や他の電子の影響を受けて分子全体を運動すると考える。分
子軌道は後述のように Schrödinger 方程式を解くことで得られるが、その際の近似の程度
によって、非経験的分子軌道法、半経験的分子軌道法、経験的分子軌道法に分類できる。
非経験的分子軌道法にはHF法[38]や後述のポストHF法などがある。半経験的分子軌道法
にはMNDO法[50,51]や AM1法[52,53]、本論文で使用した PM3法[54-56]などがある。経
験的分子軌道法にはHückel法[40-43]や拡張Hückel法[118]がある。 
HF法では全電子エネルギーの約 99％が扱われるが、化学的な事柄を扱うには残り 1％は
見過ごすことのできない量になる。この差分は電子相関と呼ばれる。この電子相関を取り
入れるのに主に３つの戦略がある。1つ目は変分法に基づく CI法で例えば CISD法などが
ある。2つ目は（Møller-Plesset）摂動法で、例えばMP2法などがある。3つ目は波動関数
のクラスター展開による CC 法で、例えば CCSD 法などがある。これらはポスト HF 法と
言われる。 
 
分子軌道法の基本となる HF 法の計算の手続きについて説明する。分子中の電子の運動
を記述する際には量子力学を用いる必要があり、電子の運動は Schrödinger 方程式を解い
て得られる波動関数の絶対値の二乗で計算される電子の存在確率（電子密度）で表せる。
ここで時間依存しない Schrödinger方程式の一般式は次の形で表せる。 
 
?̂?𝛹(𝑟) = 𝐸𝛹(𝑟) 
 
?̂?はハミルトニアン、𝐸はエネルギー固有値、𝛹(𝑟)は波動関数を表す。（三次元の場合の運
動のハミルトニアンは ?̂? = −
ℏ2
2𝑚
∇2 + V で、Vはポテンシャル、∇はラプラシアンを表す） 
 
 87 
 
電子の運動を考える時、原子核は電子と比べると非常に重いので、分子中の電子は固定
された核の場の中を運動していると近似できる（Born-Oppenheimer近似）。電子を完全に
記述するにはそのスピンを指定する必要があるが、2つ以上の電子がある時同一の量子状態
を占めることはできないことがわかっている（Pauli の排他原理）。Schrödinger 方程式は
水素原子のような簡単な系でしか厳密に解を求めることはできないので、多電子系では近
似を用いて解く必要がある。その際にある電子が周りの電子から受ける影響を平均場とし
て取り扱うHF近似を用いる。 
Schrödinger方程式の Hartree-Fock方程式は次の形をした固有値方程式で表せる。 
 
f(𝑖)χ(𝑥𝑖) = εχ(𝑥𝑖) 
この時、f(𝑖)は Fock演算子と呼ばれる有効 1電子演算子で次の形をしている。 
 
𝑓(𝑖) = −
1
2
𝛻𝑖
2 −∑
𝑍𝐴
𝑟𝑖𝐴
𝑀
𝐴=1
+ 𝑣𝐻𝐹(𝑖) 
 
𝑣𝐻𝐹(𝑖)は他の電子から電子 iが感じる平均ポテンシャルである。平均場として扱うことで多
電子問題を 1電子問題に置き換えることができる。 
 
そして Roothaan により、HF 分子軌道を計算する問題は展開係数の組を計算する問題に
帰着され、 
𝐹𝐶 = 𝑆𝐶𝜀 
 
という行列方程式（Roothaan方程式）で書くことができる。この時、Cは展開係数Cμjから
なる K×Kの正方行列で、εは軌道エネルギーεiを持った対角行列である。 
ここで Lagrangeの未定定数法の束縛条件に使った分子軌道{φ}i間の直交規格化条件が、 
 
𝑆𝑖𝑗 = δ𝑖𝑗 =∑∑𝐶μi𝐶νj𝑆μν
𝑚
ν
𝑚
μ
= 𝐶𝑖
𝑇𝑆𝐶𝑗 
 
で、まとめるとC𝑇𝑆𝐶 = 𝐼(単位行列)で表せる。よって、分子軌道を求めるには、 
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{
𝐹𝐶 = 𝑆𝐶𝜀
𝐶𝑇𝑆𝐶 = 𝐼
 
 
を連立させて解けばよい。その際に自己無撞着に解を求めることになる。 
 
さて、ポスト HF 法の中で、本論文にも用いている Møller-Plesset 法にも少し触れる。
Møller-Plesset 法では電子相関を摂動として取り扱って系のエネルギーと波動関数を摂動
展開によって求める。ここでMP1（無摂動のエネルギーと 1次の摂動エネルギーを足した
もの）のエネルギーは HF 法のエネルギーと同じになるので、MP2 から電子相関を考慮す
ることができる。摂動展開を 2次まで考慮したものがMP2[66-71]、3次まで考慮したもの
が MP3[72]、4 次まで考慮したものがMP4[73]、そして 5 次まで考慮したものが MP5[74]
である。MP2 の場合は計算式が簡単なため、高次の場合より非常に計算コストが小さく、
広く使われている。ただし、必ずしも MP2 よりも MP3 の方が精度がいいとは限らないの
で注意したい。最近、MP2の結果とMP3の結果からより精度を高めるMP2.5という近似
も出てきている[119]。 
 
次に各半経験的分子軌道法を簡単に紹介し、本論文でも取り扱っている PM3法について
説明する。これまで出てきた半経験的分子軌道法では上記の Roothaan方程式で重なり積分
を無視して𝑆 = 𝐼と近似をして、 
{
𝐹𝐶 = 𝐶𝜀
𝐶𝑇𝐶 = 𝐼
 
 
の形にした上で、各種パラメータを使った積分値を用いて方程式を解く。重なり積分を完
全に無視した CNDO法、1中心の重なり積分は無視しない INDO法などと進化した。そし
てMNDO法では生成熱、構造、双極子モーメント、イオン化ポテンシャルのデータを再現
するようにパラメータを決定している。さらに AM1法では原子間の反発をうまく表現しよ
うと、標準的な結合距離になるように補正項を導入している。 
 
PM3法はModified Neglect of Diatomic Overlap, Parametric Method3 法の略である。
PM3法では分子の全エネルギーは次のように表せる。 
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𝐸𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 =
1
2
∑∑𝑃𝜇𝜈(𝐻𝜇𝜈 + 𝐹𝜇𝜈)
𝜈𝜇
+∑∑𝐸𝐴𝐵
𝐶𝑜𝑟𝑒
𝐵𝐴
 
 
ここで、この方程式の第 1項は全電子エネルギーを表しており、𝑃𝜇𝜈は結合次数、𝐻𝜇𝜈はコア
ハミルトニアン、𝐹𝜇𝜈は Fock 行列要素、EAB
Coreは原子核と内殻電子を合わせてコアと呼ぶな
らばコア-コア間の反発エネルギーとなっている（MNDO法、AM1法、PM3法は、EAB
Core以
外は共通になる）。そして PM3法でのコア-コア間の反発エネルギー項は 
 
EAB
Core = 𝑍𝐴𝑍𝐵(𝑆
𝐴𝑆𝐴|𝑆𝐵𝑆𝐵){1 + 𝑓𝐴𝐵𝑒
−𝑎𝐴𝑅𝐴𝐵 + 𝑒−𝑎𝐴𝑅𝐴𝐵}
+
𝑍𝐴𝑍𝐵
𝑅𝐴𝐵
{∑𝑎𝑘𝐴𝑒𝑥𝑝[−𝑏𝑘𝐴(𝑅𝐴𝐵 − 𝐶𝑘𝐴)
2] +∑𝑎𝑘𝐵𝑒𝑥𝑝[−𝑏𝑘𝐵(𝑅𝐴𝐵 − 𝐶𝑘𝐵)
2]
2
𝑘=1
2
𝑘=1
} 
 
という形で書ける。 
それまでの半経験的分子軌道法の MNDO 法や AM1 法ではまず C、H、N、O に対する
パラメータを決めてから、他の原子種のパラメータを決めていったのに対し、763個の分子
を相手に 12 個の原子（H、C、N、O、F、Al、Si、P、S、Cl、Br、I）についてのパラメ
ータを同時に決めることで、構造や双極子モーメント、イオン化ポテンシャルの計算精度
を落とさずに生成熱の誤差を小さくできている。各原子では 18個のパラメータを決められ
ている（1中心 1電子エネルギーに２つ、共鳴積分に現れるβに２つ、オービタルエクスポ
ーネントに２つ、1中心 2電子積分に５つ、核間反発エネルギー用パラメータに７つ）[120]。 
 
最後に、密度汎関数法にも簡単に触れておく。密度汎関数法は、密度汎関数理論（DFT）
に基づいた計算方法で、電子密度が決まると系の基底状態の電子エネルギーが決まるとい
う考え方の方法である。次の Kohn-Sham方程式を基礎方程式としている。 
 
(−
1
2
∇2 −∑
𝑍𝐴
𝑟𝐴
𝑀
𝐴−1
+∫
𝜌(𝑟′)
|𝑟 − 𝑟′|
𝑑𝑟 + 𝑉𝑋𝐶(𝑟))𝜓𝑖(𝑟) = 𝜀𝑖𝜓𝑖(𝑟) 
 
ここで、左辺括弧内の第 3項は電子間のクーロン反発演算子、𝑉𝑋𝐶(𝑟)は交換・相関演算子で
ある。そして電子密度は Kohn-Sham軌道により 
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𝜌(𝑟) =∑ 𝜓𝑖(𝑟) ∗ 𝜓𝑖(𝑟)
𝑛
𝑖=1
 
 
の式で計算される。この電子密度から電子相関エネルギーを含めた電子エネルギーを求め
ることができる。 
ただし計算を行う際には交換・相関エネルギーが必要になるが厳密に求めるのは難しい。
そこで例えば局所密度近似(LDA)[121]（一様でない電子分布の系において一様な微小な部
分の寄与を全空間で足し合わせることで一様でない系の交換・相関エネルギーとする）を
導入すると交換・相関エネルギーは 
 
𝐸𝑋𝐶 = ∫𝜌(𝑟)𝜖𝐸𝑋(𝜌)𝑑𝑟 
 
という形で表せる。ここで、𝜌(𝑟)は電子密度、𝜖𝐸𝑋(𝜌)はエネルギー密度で𝜌(𝑟)を変数として
いる。交換・相関エネルギー𝐸𝑋𝐶は関数の関数、つまり汎関数になっている[121]。 
これまで様々な交換・相関汎関数が考えられてきた。LDA法では上記のように電子密度𝜌
のみで表現されたが、密度勾配∇𝜌で LDA を修正した一般化勾配近似（GGA）[123]、さら
に GGA を二次密度勾配∇2𝜌や運動エネルギー𝜏で修正したメタ-GGA (MGGA)[124]、GGA
を Hartree-Fock交換項を用いて補正した hybrid-GGA などがある。ハイブリッド汎関数の
B3LYP[91]は計算精度の割に計算コストが抑えられており非常によく用いられている。そ
の B3LYP の𝐸𝑋𝐶は LDA の交換相関汎関数[121]、Becke の交換汎関数[125]、HF 法の交換
項、Lee、Yang、Parrらの相関汎関数[126]が 3 つのパラメータで組み合わせられている。 
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A2. 分子力学法 
 
分子力学法（Molecular Mechanics：MM）は分子構造に対して決まるポテンシャルエネ
ルギー曲面を、量子化学計算によって求めずに、ポテンシャルエネルギー曲面を近似した
ポテンシャル関数（力場）によって表現し、分子の構造や振動などを議論する手法である。 
 
分子力場法では例えば分子の持つ簡単なポテンシャルエネルギーは次のような式で表さ
せる。 
𝐸 =∑𝐸𝑑 +∑𝐸𝑎 +∑𝐸𝑡 +∑𝐸𝑛 
 
この時、𝐸𝑑は直接結合している 2原子間の結合距離によるポテンシャルエネルギーで
𝐸𝑑(𝑟) = 𝑘𝑟(𝑟 − 𝑟0)
2のように近似できる。𝐸𝑎は直接結合している 3原子間の結合角によるポ
テンシャルエネルギーでE𝑎(θ) = 𝑘θ(θ − θ0)
2 と近似できる。𝐸𝑡は直接結合している 4原子
間の二面角によるポテンシャルエネルギーでEt(Φ) = V1(1 + cosΦ) + V2(1 − cos2Φ) +
V3(1 + cos3Φ)の形で書ける。𝐸𝑛は直接結合していない 2原子間が接近することによるポテ
ンシャルエネルギーを表し、𝐸𝑛(𝑟) =
𝑎
𝑟12
−
𝑎
𝑟6
+
q𝑖q𝑗
ε𝑟𝑖𝑗
と記述できる。このように多くのパラメ
ータが必要になる。関数に含まれるパラメータは実験データや理論計算に合うように決め
られている。分子軌道法のように計算コストがかからないので、大規模な分子に対しても
使用することができる。代表的な分子力場としては AMBER に用いられている Amber力場
や CHARMMに用いられている Charmm力場などがある[127]。 
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A3. 分子動力学法 
 
分子動力学法では、分子は分子力学同様に古典力学に従い、その原子はそれぞれ質量𝑚𝑖を
もった点として扱われる。それぞれの原子はバネにつながった球のように伸びたり縮んだ
りする。そして静電力やファンデルワールス力も働いている。運動する原子はニュートン
の運動方程式 
𝐹𝑖 = 𝑚𝑖𝑎𝑖 = 𝑚𝑖
𝑑2𝑥𝑖
𝑑𝑡2
 
 
に従っている。i 番目の原子に力𝐹𝑖が働き、加速度𝑎𝑖を持つ。初期条件として位置と速度が
決まれば、その後の原子の位置と速度がわかる。原子に働く力は前節で説明した原子間に
働く力を表現するポテンシャル関数（力場）とパラメータによって決まっている。例えば
Amber 力場に含まれている力場には、静電力  ∑
𝑞𝑖𝑞𝑗
εr𝑖𝑗
𝑖<𝑗  、ファンデルワールス力 
∑ (
𝐴𝑖𝑗
𝑟𝑖𝑗
12 −
𝐵𝑖𝑗
𝑟𝑖𝑗
6 )𝑖,𝑗  、結合長ポテンシャル ∑𝐾𝑟(r − 𝑟𝑒𝑞)
2
 、結合角ポテンシャル ∑ 𝐾θ(θ −𝑎𝑛𝑔𝑙𝑒𝑠
θ𝑒𝑞)
2
 、ねじれ角ポテンシャル ∑
𝑉𝑛
2𝑑𝑖ℎ𝑒𝑑𝑟𝑎𝑙
(1 + cos[𝑛φ − γ]) というポテンシャル関数が使
われている[127]。 
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A4. 計算の大規模化 
 
従来の量子力学的手法では計算コストの問題から対象は小分子しか扱うことができなか
ったが、酵素など大きな生体分子も対象にできるように様々な方法が開発されている。例
えば代表的な戦略として、主要な部分は精度の高い方法で計算してそれ以外の部分は精度
の低い手法で計算することで計算コストを抑える戦略や、全体をたくさんのパーツに分け
てそれぞれを精度の高い方法で計算してから合わせる戦略がある。本論文では前者にあた
る QM/MM法の一種の our own n-layered integrated molecular orbital and molecular 
mechanics（ONIOM）法[85,86]を用いて酵素反応を追跡し、後者にあたる Fragment 
Molecular Orbital （FMO）法[87,88]を用いて反応中の構造におけるアミノ酸残基の相互
作用を観察した。この項ではそれぞれの計算手法について説明をする。 
 
ONIOM法は 1999年に諸熊らが開発した手法である[83,84]。タマネギのように層を作り
核心部分に近い所ほど高精度に、そこから遠くの所ほど精度の低くコストの小さい方法を
用いて、計算コストを抑えつつ妥当な計算が得られる手法である。タンパク質などの巨大
分子の計算に有効である。本論文では酵素-基質複合体の基質とその周辺のアミノ酸残基を
QM領域と称して量子力学法（PM3・B3LYP）で扱い、それ以外の酵素全体をMM領域と
称して分子力学法（Amber力場）で扱って計算を行っている（図 42）。 
 
 
 
 
その場合、ONIOM法では系のエネルギーは下記のように記述することができる。 
 
𝐸𝑂𝑁𝐼𝑂𝑀 = 𝐸𝑄𝑀,𝐻𝐼𝐺𝐻 + 𝐸𝑀𝑀,𝐿𝑂𝑊 − 𝐸𝑄𝑀,𝐿𝑂𝑊 
QM領域 MM領域 
図 42 ONIOM法の領域の説明 
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EQM,HIGHは QM 領域対象の高精度計算で得られるエネルギーを、EQM,LOWは同じく QM 領
域で今度は低精度計算で得られるエネルギーを、そして EMM,LOW は全体を対象に低精度計
算で得られるエネルギーを表し、系のエネルギーEONIOM はこのように単純な加算減算の形
で得られる。 
一方、FMO法は 1999年に北浦らによって開発された手法である[87,88]。タンパク質な
どをフラグメントに分割して、モノマー（分割されたフラグメント単体）とダイマー（フ
ラグメントペア）の高精度な計算を行い、対象全体に対して高精度な計算をすることがで
きる手法である。そしてその際にフラグメント間の相互作用エネルギーを計算することが
できるので、あるフラグメントと強く相互作用しているのはどのフラグメントなのかを定
量的に知ることができる。 
FMO計算の流れは図 43のようになっている[128]。まずタンパク質をフラグメントに分
割する。たいてい１フラグメントにアミノ酸残基１つもしくは２つとする。分割したフラ
グメントに電子を割り当て、モノマーの初期電子密度を計算する。得られた電子密度を用
いて周囲のモノマーによる環境ポテンシャルの中でのモノマーのエネルギーと電子密度を
計算する。モノマーの計算ができたら、モノマーの電子密度を用いて周囲のモノマーによ
る環境ポテンシャルの中でのダイマーのエネルギーと電子密度を計算する。最後に分子の
全エネルギーと全電子密度を計算する。 
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その際に全エネルギーは下記のように記述できる。 
 
𝐸 =∑𝐸𝐼𝐽
𝐼>𝐽
− (𝑁 − 2)∑𝐸𝐼
𝐽
 
 
ここで、𝐸𝐼𝐽は I 番目のモノマーと J 番目のモノマーによって構成されたダイマーのエネル
ギーで、𝐸𝐼は I番目のモノマーのエネルギーを表す。 
また、この FMO 法による全エネルギーの式は、モノマーI とモノマーJ 間のフラグメン
ト間相互作用エネルギー∆E𝐼𝐽を用いて次のような形にも変形できる。 
 
𝐸 =∑∆𝐸𝐼𝐽
𝐼>𝐽
+∑𝐸′𝐼
𝐼
 
1) タンパク質をフラグメントに分割する。 
2) モノマ （ー●）のエネルギーを周囲のモノマ
ーからの静電ポテンシャルを含めて計算する。
全ての電子密度が自己無撞着になるまで計算
を繰り返す。 
3) 全てのダイマー（●●）のエネルギーを、周
囲のモノマーの求めた静電ポテンシャルを含
めて計算する。モノマー、ダイマーのエネルギ
ー、電子密度からタンパク質全体のエネルギ
ー、電子密度を求める。 
図 43 FMO計算の流れ 
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ここで、𝐸′𝐼は環境静電ポテンシャルからの寄与を除いたモノマーIのエネルギーを表す。 
実際に計算を行う際には、HF 法の計算に加えて MP2 法などの電子相関を含んだ計算を
行うことで、ファンデルワールス相互作用を推定することができる。本論文でも HF の計
算結果とMP2の計算結果を比較することで、静電相互作用などによる影響と分散力などに
よる影響を分けて議論をした。 
 
3 
 
  
                                                   
3 Appendixでは上記の文献の他に、「新しい量子化学」[129]、「すぐできる量子化学計算」
[130]も参考にした。 
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